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Capítulo I 

3 
 

1. CONTROL MICROBIOLÓGICO DEL AGUA 

El acceso a agua limpia y segura resulta imprescindible para conseguir una buena salud pública; 

su contaminación 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 tecnologías han sido desarrolladas en muchas ocasiones como 

consecuencia del establecimiento de normas de calidad asociadas, relacionadas con requisitos 

mínimos microbiológicos y fisicoquímicos que garanticen la seguridad del agua a lo largo de sus 

diferentes usos y reusos, así como para prevenir enfermedades de transmisión hídrica a lo largo 

de todo el ciclo urbano del agua (Organización Mundial de la Salud, OMS, 2022; Pichel y col., 

2019).  

A continuación, se describen las normativas e indicadores de calidad microbiológica del agua 

vigentes actualmente en España, así como los tratamientos de desinfección 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 captación 

y tratamiento del agua, su almacenamiento y su distribución a la población para los distintos 

usos (doméstico, industrial, agropecuario, urbano, recreativo, etc) y su saneamiento posterior 

para o bien, devolverla al ecosistema acuático (depuración) o bien, reutilizarla (regeneración) 

(Ministerio para la Transición Ecológica y el Reto Demográfico, s.f.).  

El riesgo de contaminación 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 patógenos presentes, se emplean organismos indicadores, siendo los más comunes las 

bacterias coliformes fecales y Escherichia coli, que sirven como indicador de contaminación fecal 

(Lanao, 2012). 

Para el abastecimiento de agua a las poblaciones, el agua se capta y potabiliza en una estación 

de tratamiento de aguas potables (ETAP), donde se somete a una serie de tratamientos 

fisicoquímicos que permiten asegurar su calidad (química y microbiológica) de acuerdo con los 

criterios establecidos por la legislación vigente. En España, 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, exigía para este control de calidad de las aguas, emplear como indicadores 

de calidad microbiológica el recuento de coliformes totales, enterococos y Clostridium 

perfringens, bacteria menos frecuente pero mucho más resistente (Lanao, 2012). 

Recientemente, se ha modificado esta regulación 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 regulación vigente. Esta regulación añade a los criterios 

e indicadores microbiológicos un límite de Legionella presente en el agua potable y ciertos casos 

en los que se habrá de analizar la presencia del protozoo Cryptosporidium “u otros 

microorganismos o parásitos que señale la autoridad sanitaria”. Se añaden además controles de 

Legionella en grifos de edificios prioritarios (grandes edificios o locales, distintos a las viviendas 

particulares, con un elevado número de usuarios que pueden verse expuestos a riesgos 

relacionados con el agua, en particular grandes locales de uso público) y de Legionella y 

Pseudomonas aeruginosa en hospitales o centros sanitarios.  

En relación a esta bacteria, y dado el incremento de casos de legionelosis en Europa y, 

especialmente, en los países mediterráneos (Samuelsson y col., 2023), el Real Decreto 487/2022, 

de 21 de junio, por el que se establecen los requisitos sanitarios para la prevención y el control 

de la legionelosis insta a revisar sistemas de agua sanitaria, torres de refrigeración y 

condensadores evaporativos, equipos de enfriamiento evaporativo, centrales humidificadoras 

industriales, humidificadores, sistemas de agua contra incendios, sistemas de agua climatizada 

y aerosolización, fuentes ornamentales, sistemas de riego por aspersión, dispositivos de 

enfriamiento evaporativo por pulverización, sistemas de lavado de vehículos, máquinas de riego 

o baldeo y vehículos de limpieza viaria, instalaciones de uso sanitario/terapéutico, y cualquier 

instalación que utilice agua en su funcionamiento y produzca o sea susceptible de producir 

aerosoles. 

Después de su uso, las aguas residuales son tratadas previa emisión 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 acuático. Para ello, se han establecido una serie de parámetros que 

incluyen la demanda bioquímica de oxígeno, la demanda química de oxígeno y el total de solidos 

suspendidos. En caso de verterse a zonas sensibles propensas a eutrofización, se establecen 

también límites de fosforo total y nitrógeno total. Sin embargo, no se establece ningún criterio 

microbiológico, asumiendo que los patógenos fecales disminuyen su concentración al 

encontrarse fuera de su hábitat (López, 2018) y pasando por alto la emisión de microorganismos 
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potencialmente patógenos 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). 

Próximamente, se prevé la derogación de la Directiva 91/271 a través de una nueva Directiva 

del Parlamento y del Consejo Europeo sobre el tratamiento de aguas residuales urbanas 

(Comisión Europea, 2022), en la que se establece un plan de implementación de medidas desde 

el 2025 hasta el 2040. Entre las medidas planteadas, se incluye el control de la reducción de 

microcontaminantes químicos y la incorporación de un sistema de monitoreo para vigilar 

parámetros relevantes para la salud pública, a determinar por el estado miembro pero que han 

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

La reutilización del agua regenerada es una práctica cada vez más frecuente, debido a la escasez 

y a la cada vez mayor demanda de agua (Alcalde-Sanz y Gawlik, 2014). En España, el Real Decreto 

1620/2007, de 7 de diciembre, por el que se establece el régimen jurídico de la reutilización de 

las aguas depuradas, establece los criterios de calidad según los usos de esta: urbanos, agrícolas, 

industriales, recreativos o ambientales. Los parámetros incluyen nematodos intestinales, 

Escherichia coli, sólidos en suspensión, turbidez y, dependiendo del uso, límites de Legionella si 

existe riesgo de aerosolización (para usos urbanos, industriales, agrícola, recreativos), Taenia 

saginata y Taenia solium (para usos agrícolas), detectar la presencia o ausencia de Salmonella 

(para usos agrícola e industrial), nitrógeno total y nitratos (para uso ambiental). 

En la Figura I.1 se muestra esquemáticamente el ciclo urbano del agua y las principales 

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

 

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

En el Mundo, 2200 millones de personas no tienen acceso a agua limpia y segura, y cerca de un 

millón fallecen anualmente por enfermedades diarreicas transmitidas por vía hídrica 

(Organización Mundial de la Salud, 2023). Numerosos microorganismos de diferente índole 

(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 desinfección que, convencionalmente, se han llevado a cabo por diferentes 

métodos: aplicación de agentes químicos, como el cloro, físicos, como la radiación ultravioleta, 

o mecánicos, como la filtración (Lanao, 2012). Posteriormente, se han desarrollado tratamientos 

más eficientes que eliminan contaminantes emergentes y evitan la formación de subproductos 

peligrosos como los procesos avanzados de oxidación (PAO) o la ósmosis inversa, entre otros 

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

1.2.1. Técnicas de desinfección y oxidación convencionales 

Cloro 

El cloro es el desinfectante más ampliamente utilizado, especialmente en los tratamientos de 

potabilización, debido a su eficacia contra un amplio espectro de microorganismos y su bajo 

coste. Su empleo se remonta a finales del siglo XIX y continúa utilizándose hasta la actualidad. 

Puede aplicarse en forma de gas, hipoclorito cálcico o hipoclorito sódico. Este último, 

coloquialmente conocido como lejía, es la forma más común de utilizarse (Lanao, 2012; 

Environmental Protection Agency, EPA, 1999). 

El hipoclorito sódico se disocia en agua, formando ácido hipocloroso (HClO) que, a su vez, se 

disocia en ion hipoclorito OClˉ, tal como indica la reacción (1). El cloro molecular, el ácido 

hipocloroso y el ion hipoclorito son formas intercambiables en función del pH de la solución 

(Figura I.2). A pHs inferiores a 1, la forma de cloro molecular (Cl2) es la más abundante; hasta pH 

8-9 predomina el hipoclorito y, a pHs superiores, el ion hipoclorito. Así, a pH neutro predomina 

HClO, que es la forma con mayor potencial de oxidación (E° = 1,49 V) y, por tanto, con mayor 

poder desinfectante (Lanao, 2012; Remucal y Manley, 2016). 

𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 + 𝐻2𝑂 →  𝐻𝐶𝑙𝑂 + 𝑂𝐶𝑙−   (1) 

El término “cloro libre” (FAC, por sus siglas en inglés) se refiere al cloro presente en forma de 

ácido 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 fracción del cloro presente en forma de cloraminas y 

cloraminas orgánicas. Las cloraminas son derivados del amonio por sustitución de uno, dos o 

tres átomos de hidrógeno por átomos de cloro (monocloramina NH2Cl, dicloramina NHCl2 y 

tricloruro de nitrógeno NCl3, respectivamente), así como todos los derivados clorados de 

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

 

Figura I.2. Especies de cloro en función del pH (Remucal y Manley, 2016). 

Mecanismo de acción 

El cloro difunde en el interior de los microorganismos y actúa atacando componentes internos 

(Cho y col., 2010). Según Fernando y Othman (2006), los microorganismos o células pueden 

soportar cierta concentración de cloro en su interior hasta una concentración crítica, superada 

la cual, se ve afectada la viabilidad celular. En presencia de amoniaco, el cloro reacciona 

formando cloraminas que también tienen acción desinfectante, aunque en menor medida. 

Asimismo, puede reaccionar con otros iones inorgánicos de azufre, manganeso o hierro (Valero, 

2017). El cloro puede atacar también la pared celular, reaccionando con los grupos amino de las 

proteínas y afectando a su estructura. Sin embargo, análisis estructurales realizados mediante 

microscopía electrónica han revelado que, tras la cloración, algunos microorganismos 

mantienen su estructura intacta (He y col., 2021). 

Eficacia del cloro y valor CT 

La eficacia del tratamiento de cloración depende del pH, la temperatura, las sales disueltas, el 

tiempo de exposición y la concentración de las diferentes formas de cloro. La eficacia del cloro 

como desinfectante puede deducirse mediante el valor CT (Erickson y Ortega, 2006). Este 

parámetro, según recoge el Manual de desinfectantes y oxidantes alternativos de la Agencia de 

Protección del Medio Ambiente de Estados Unidos (EPA, 1999), se calcula mediante el producto 
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de la concentración residual de cloro y el tiempo de exposición. 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 (CT99 %) o 3 (CT99,9 %) unidades logarítmicas 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 parámetro 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 desinfección presenta varias ventajas, entre ellas, el bajo 

coste del compuesto, su efectividad frente a numerosos patógenos de transmisión hídrica 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 cloración convencionales (Lanao y col., 2010; 

Remucal y Manley, 2016; Thomas, 2013). Otra desventaja de creciente preocupación es la 

generación de subproductos potencialmente cancerígenos, entre ellos los trihalometanos (Di 

Cesare y col., 2020), los cuales están limitados por normativa en aguas de consumo humano (RD 

3/2023). Estas desventajas subrayan la necesidad de implementar varias etapas de desinfección, 

tratamientos alternativos y/o combinados con la cloración. 

Tabla I.1. Microorganismos detectados en redes de distribución de agua y su nivel de resistencia al cloro. 

Tabla adaptada de He y col. (2023).  

BACTERIA RESISTENCIA A CLORO REFERENCIA  

Pseudomonas peli CT99,9 % = 51,26 – 90,36 mgmin/L Jia y col. (2015) 

Mycobacterium fortuitum CT99,9 % = 6,4 mgmin/L Wang y col. (2019) 

Mycobacterium mucogenicum CT99,9 % = 50,2 mgmin/L Wang y 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 Lu y col. (2020) 

Enterovirus CT99,9 % = 3,0 – 8,4 mgmin/L Black y col. (2009) 
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Peróxido de hidrógeno 

El peróxido de hidrogeno (H2O2) se ha utilizado durante muchos años como desinfectante para 

tratamientos de agua potable, la descontaminación 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 manipulación. Además, se considera un tratamiento amigable con el 

medio ambiente ya que no produce subproductos tóxicos, en comparación con los tratamientos 

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

Mecanismo de acción 

El H2O2 es una molécula con alto potencial de oxidación (E° = 1,76 V). En agua, se descompone 

liberando radicales hidroxilo (•OH, E° = 2,73 V) y superóxido (O2
•ˉ), tal y como indican las 

reacciones (2) y (3). Estas especies reactivas de oxígeno (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 H2O2, afecte a los microorganismos mediante 

acción interna y externa (Giannakis y col., 2016). 

𝐻2𝑂2 →  𝑂𝐻 
•  + 𝑂2

•−      (2) 

𝐻2𝑂2  + 𝑂2
•− →  𝑂𝐻 

•  + 𝑂𝐻−  + 𝑂2
    (3) 

Por un lado, el daño interno está relacionado con la generación de •OH mediante las reacciones 

de Fenton intracelulares, el daño al ADN y afectación de la función mitocondrial (Giannakis y 

col., 2016; Woyda-Ploszczyca y col., 2011). Las reacciones de Fenton ocurren cuando el H2O2 se 

combina con iones ferrosos, principalmente, e iones férricos, los cuales se liberan al dañarse las 

estructuras celulares que lo contienen (moléculas como la ferritina o clústeres de Fe/S) por el 

ataque de ROS, H2O2 o exposición 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 H2O2 y daño posterior, además de un efecto perjudicial general en la viabilidad celular 

(Giannakis y col., 2016). 

Diversos estudios han demostrado la efectividad del H2O2 frente a diferentes microorganismos 

(Casini y col., 2017). Además, este desinfectante presenta la ventaja de mantener cierto poder 

residual tras el tratamiento y no formar subproductos tóxicos. El principal inconveniente del 

H2O2 radica en la necesidad de altas dosis y largos tiempos de exposición. Estas elevadas dosis 

conllevan un riesgo corrosivo para los sistemas de distribución, 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). 

 

Radiación ultravioleta y radiación solar 

La radiación solar comprende un conjunto de radiaciones electromagnéticas emitidas por el sol 

que abarcan desde la radiación infrarroja (IR) hasta la ultravioleta (UV), como se muestra en la 

Figura I.3. La radiación UV es la que mejores propiedades de desinfección tiene, siendo más 

efectiva cuanto mayor es su energía 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 

último el de mayor poder germicida. Actualmente, se utilizan lámparas de radiación UV en la 

regeneración de aguas residuales ya que no generan organoclorados e inactivan 

microorganismos. 

 

Figura I.3. Espectro de radiación ultravioleta-visible. Adaptado de Valero (2017). 

Como alternativa a las lámparas UV, que implican un alto costo energético, la radiación solar 

está ganando interés como un tratamiento de desinfección natural, económico y accesible. Sin 

embargo, no todo el rango UV alcanza la superficie terrestre debido a la absorción natural por 

parte de la atmósfera, que filtra la radiación UV-C y parte de la UV-B. De esta manera, el rango 

de radiación UV que llega a la superficie terrestre abarca desde los 280 hasta los 800 nm. Aunque 

menos efectiva que la radiación UV-C, la radiación solar permite la desinfección gracias al su 

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

Mecanismo de acción 

El mecanismo de acción de la radiación solar implica acciones directas e indirectas dependientes 

de la longitud de onda. Por un lado, el rango UV-B actúa directamente sobre el ADN de las 

células, induciendo la formación de dímeros de timina (Giannakis y col., 2016), que pueden 

inhibir la replicación y transcripción normales del ADN (Dalrymple y col., 2010), impidiendo el 
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crecimiento y la replicación celular (Pichel y col., 2019). El rango UV-B también puede dañar a 

los microorganismos mediante mecanismos de fotosensibilización que generan especies 

reactivas de oxígeno (ROS por sus siglas en inglés, “reactive oxygen species”), las cuales, afectan 

a diferentes componentes celulares, incluyendo indirectamente el ADN. Por otro lado, la 

radiación UV-A sólo daña 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 (Adan y col., 2018; Giannakis y col., 2016). De manera indirecta, la radiación 

UV-A también puede generar daño a través de reacciones foto-Fenton, que producen radicales 

hidroxilo al reducir Fe3+ a Fe2+ (Giannakis y col., 2016; Valero, 2017). 

La efectividad de este tratamiento de desinfección depende de la dosis absorbida por el 

microorganismo que, a su vez, está determinada por la intensidad de la radiación y el tiempo de 

exposición (EPA, 1999; Hijnen y col., 2006). Factores como la presencia de biofilm, la turbidez y 

el color del agua, la concentración de compuestos orgánicos e inorgánicos disueltos que 

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

La radiación 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 combinación 

con desinfectantes químicos para controlar la proliferación bacteriana y la formación de 

biofilms. 

 

1.2.1. Procesos avanzados de oxidación  

Los procesos avanzados de oxidación (PAO), también conocidos como procesos de oxidación 

avanzada (POA) en diversas fuentes bibliográficas (Lanao, 2012; Valero, 2017), son un conjunto 

de técnicas que generan especies reactivas de oxígeno (ROS), moléculas altamente reactivas que 

actúan de manera no selectiva, degradando compuestos e inactivando microorganismos 

(Mamane y col., 2007; Remucal y Manley, 2016). Los principales ROS incluyen •OH, O2
•ˉ, HO2

• y 

H2O2, destacándose 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 (Khajouei y col., 2022). 

Existen diversas técnicas capaces de generar estos ROS, como la combinación de cloro y 

radiación UV, la combinación de peróxido de hidrógeno y radiación UV, el sistema peroxona, la 

fotocatálisis 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 radiación 

UV. Como alternativa, en las últimas décadas han ganado interés los PAO foto-inducidos, 
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llevados a cabo mediante radiación solar, al reducir considerablemente los costos del 

tratamiento y convertirse en una opción de energía limpia y más asequible (Aguilar y col., 2018; 

Moreira y col., 2018). A continuación, se describen los procesos empleados en la presente Tesis 

Doctoral. 

 

Combinación de cloro y radiación solar 

La combinación de cloro y la radiación solar genera radicales hidroxilo (•OH), ozono (O3) y 

especies reactivas de cloro (RCS por sus siglas en inglés), como Cl•, Cl2•ˉ y ClO• (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 formación 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 (HOCl/OClˉ) tienen diferentes 

espectros de absorción UV-visible: el coeficiente de absorción máximo de HOCl se encuentra a 

235 nm y el de OClˉ se encuentra a 292 nm (Figura I.4). 

𝐻𝑂𝐶𝑙 +  ℎ𝑣 →  𝑂𝐻 
•  + 𝐶𝑙•    (4) 

𝑂𝐶𝑙−  +  ℎ𝑣 →  𝑂−•  + 𝐶𝑙•    (5) 

𝑂𝐶𝑙−  +  ℎ𝑣 →  𝐶𝑙−  +  𝑂(1𝐷)    (6) 

𝑂(1𝐷)  +  𝐻2𝑂 →  2 𝑂𝐻 
•     (7) 

𝐶𝑙•  +  𝐻2𝑂 → 𝐻𝑂𝐶𝑙−•  +  𝐻+    (8) 

𝐻𝑂𝐶𝑙−•  →  𝑂𝐻 
•  + 𝐶𝑙−    (9) 

𝑂𝐶𝑙−  +  ℎ𝑣 → 𝑂(3𝑃)  +  𝐶𝑙−    (10) 

𝑂(3𝑃)  +  𝑂2  → 𝑂3     (11) 

𝐶𝑙•  +  𝑂𝐶𝑙−  → 𝐶𝑙𝑂•  +  𝐶𝑙−    (12) 

𝐶𝑙•  + 𝐶𝑙−  → 𝐶𝑙2
−•      (13) 

Los RCS también pueden colaborar en la inactivación microbiana, aunque no se tiene del todo 

claro hasta qué punto el Cl• reacciona más selectivamente que el •OH. Además, se desconoce 

todavía si la producción de Cl• varía según la longitud de onda (Remucal y Manley, 2016).  

De esta manera, la fotolisis del cloro combina múltiples mecanismos para inactivar patógenos: 

(1) la reacción directa de HOCl/OClˉ, (2) la fotólisis directa mediante la radiación UV, y (3) el 
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ataque de moléculas oxidantes (ROS, RCS y O3) (Remucal y Manley, 2016), haciéndolo un 

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

 

Figura I.4. Coeficientes de absorción molar (ε) de HOCl y OClˉ en función de la longitud de 

onda. Adaptado de Remucal y Manley (2016). 

Se ha demostrado que la combinación de cloro y RS acelera de forma muy acentuada la 

inactivación de microorganismos muy resistentes al cloro como Cryptosporidium spp. (Zhou y 

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

 

Combinación de peróxido de hidrógeno y radiación solar 

La combinación de peróxido de hidrógeno (H2O2) y radiación solar (RS) es un tratamiento de 

desinfección que considera las ventajas del H2O2, la RS y los procesos avanzados de oxidación 

(PAO). Además, el H2O2 tiene cierto poder residual y, al descomponerse finalmente en agua y 

oxígeno, evita la necesidad de post-tratamientos para eliminar fotocatalizadores o corregir el 

pH (García-Fernández y col., 2012). Esto ha llevado a su estudio para su empleo en pequeñas 

plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas (Adeel y col., 2024), como tratamiento 

terciario (Michael y col., 20220) y para la regeneración de aguas (Agulló-Barceló y col., 2013). 

El mecanismo de inactivación microbiana ha generado controversia, ya que aún no está 

completamente aclarado (Agulló-Barceló y col., 2013). No obstante, hay evidencia de que existe 

un efecto sinérgico entre ambos desinfectantes, lo que provoca la acumulación de daños: el 

daño externo e interno causado por H2O2, el daño directo e indirecto de la RS, el daño producido 

por los radicales hidroxilo formados a través de la fotólisis de H2O2 – proceso que ocurre cuando 

el H2O2 absorbe luz UV a longitudes de onda inferiores a 300 nm, como se indica en la reacción 
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(14) –  y las reacciones (foto)-Fenton (Giannakis y col., 2016; Malato y col., 2009; Mamane y col., 

2007; Polo-López y col., 2011). 

𝐻2𝑂2 +  ℎ𝑣 →  2 𝑂𝐻 
•  (𝜆 < 300 𝑛𝑚)   (14) 

Si hay exceso de H2O2, esta molécula también actúa como un secuestrador de •OH, tal y como 

indica la reacción (15), produciendo reacciones competitivas y disminuyendo la eficiencia de la 

degradación, estableciendo así un rango óptimo de concentración (Malato y col., 2009). 

𝐻2𝑂2 +  𝑂𝐻 
•  →  𝐻2𝑂2 + 𝐻𝑂2

•    (15) 

La mayoría de los estudios sobre la combinación de RS y H2O2 están enfocados en la degradación 

de contaminantes químicos, pero también se ha demostrado su capacidad para inactivar 

microorganismos. De hecho, este proceso ha demostrado ser efectivo y potenciar la 

desinfección, comparando con los tratamientos individuales, frente a Escherichia coli (Adeel y 

col., 2024), coliformes fecales totales, Enterococcus (Moreira y col., 2018), Legionella jordanis 

(Polo-López y col., 2017), Pseudomonas aeruginosa (Adeel y col., 2024), virus MS2 (Martínez-

García y col., 2023), colífagos somáticos, bacteriófagos de ARN (Agulló-Barceló y col., 2013) y 

clamidiosporas de Fusarium solani (Sichel y col., 2009) y Fusarium equiseti (Polo-López y col., 

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

2.1. HÁBITAT Y 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 parásitos obligados, y pueden habitar 

diversos ambientes, adaptándose a distintas condiciones de temperatura, osmolaridad y pH 

(Cateau y col., 2014).  

Las AVL son un grupo heterogéneo de microorganismos y la mayoría de ellos desarrollan dos 

estadios diferentes: el trofozoíto y el quiste. El primero corresponde a la fase metabólicamente 

activa, mientras que el segundo comprende la forma latente o de resistencia. Este proceso de 

enquistamiento involucra la producción 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; Garajová y col., 2019; Rodríguez-Zaragoza, 1994), 

pudiendo resistir hasta 20 años 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; Fernández-Cassi y col., 2016; Loret y Greub, 2010; Magnet y col., 2013; Marín y col., 

2014; Mosteo y col., 2013). Esto les posibilita diseminarse a través de sistemas acuáticos, tanto 

naturales como artificiales (Cateau y col., 2014; Thomas y col., 2010). Precisamente, se ha 

demostrado su presencia en ríos, reservas, aguas subterráneas, lagos, aguas termales, piscinas, 

grifos, sistemas de distribución, torres de refrigeración y sistemas acuáticos hospitalarios, entre 

otros (Di Filippo y col., 2015; Fernández, 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 y 

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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además de infecciones nasofaríngeas y cutáneas (Visvesvara y col., 2007). Naegleria fowleri es 

conocida por provocar meningoencefalitis amebiana primaria, una infección cerebral mortal 

(Plutzer y Karanis, 2016; Visvesvara y col., 2007). Por otro lado, A. spelaea, P. francinae y S. 

pedata, se han relacionado con patologías humanas en ocasiones puntuales: queratitis 

amebiana (Tolba y 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 patógenos oportunistas para los humanos (Qvarnstrom y col., 2009; Visvesvara y col., 2007). 

 

2.2. INTERACCIÓN CON OTROS MICROORGANISMOS 

Las AVL contribuyen al control de la población microbiana como depredadores de bacterias, 

hongos y algas (Rodríguez-Zaragoza, 1994). De esta manera, juegan roles ecológicos importantes 

al influir en la dinámica y diversidad poblacional de los ecosistemas y al contribuir en el reciclado 

de nutrientes como nitrógeno y carbono, ya que descomponen materia orgánica, biofilms y 

otros microorganismos, a la vez que sirven de fuente de alimento para organismos en niveles 

tróficos superiores, como nematodos (García y col., 2013; Lee y Park, 2023). Sin embargo, 

algunos microorganismos pueden sobrevivir a la ingestión por amebas (Greub y Raoult, 2004) y, 

cada vez más, 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 digestión 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 tóxicas son algunas 

de las especies y géneros que han demostrado esta habilidad (Goñi y col., 2014; Greub y Raoult, 

2004). 

Otras bacterias han desarrollado la capacidad de reproducirse en el interior de amebas, como 

Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni y Helicobacter pylory (Rayamajhee y col., 2022), y algunas 

han llegado incluso a transformar e invertir la relación 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 

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

Se ha cuestionado en la bibliografía el término más correcto para denominar a estas bacterias. 

Büchner y col. (1953) emplean el término “bacterias endosimbiontes”, refiriéndose a 
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organismos que habitan en el interior de otros de forma simbiótica, 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 (más) amplia y generalmente 

para denominar a las bacterias resistentes a antibióticos, BRA (ARB en inglés, “antibiotic 

resistant bacteria”), lo cual puede generar confusión. En 2014, Scheid propuso la utilización 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 relación 

(parasitismo, foresia1, comensalismo2 o mutualismo3) entre el microorganismo y la ameba, la 

cual además puede verse modificada en función 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 relación ecológica. 

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 patógenos (Greub y 

Raoult, 2004). Además, durante este periodo intracelular, se ha visto que las bacterias 

endocitobiontes (BE) pueden experimentar cambios fenotípicos que potencian sus propiedades 

invasivas, así como incremento de su patogenicidad, virulencia y resistencia a antibióticos 

(Cardas y col., 2012); de hecho, se ha observado que la permanencia en el interior de las amebas 

favorece la retención de factores de virulencia que confieren ventajas durante la infección 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 adaptación, adquisición (y pérdida) de diferentes 

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

 
1 Foresia: relación ecológica en la que una especie transporta a otra favoreciendo su diseminación. 
2 Comensalismo: relación entre individuos de diferentes especies en la que uno se ve beneficiado y el otro 
no perjudicado ni beneficiado. 
3 Mutualismo: relación 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 relación es indispensable para la supervivencia 
de los individuos; sin embargo, frecuentemente mutualismo y simbiosis se emplean como sinónimos. 



Tesis Doctoral de C. Menacho 

18 
 

estrategias de evasión inmunológica, al adquirir la capacidad de evadir la digestión por 

macrófagos (Siddiqui y Khan, 2012). 

 

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

Las regulaciones citadas en el Apartado I.3.1. juegan un papel importante al establecer los 

requisitos que ha de cumplir el agua en función del uso que se le vaya a dar. Sin embargo, hay 

microorganismos potencialmente patógenos 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 (Garajová y col., 2019). 

Las AVL, además de ser patógenos oportunistas, pueden actuar como caballos de Troya, 

protegiendo bacterias endocitobiontes (BE) y otros microorganismos potencialmente patógenos 

a través de los diferentes tratamientos de agua (depuración, regeneración, potabilización, 

desalación) y permitiendo que pasen inadvertidos a través de los controles de calidad 

microbiológica del agua. De esta forma, las AVL y sus BE pueden incorporarse al ciclo urbano del 

agua y colonizar grifos domésticos, piscinas, hospitales, fuentes, torres de refrigeración o 

humidificadores (Di Filippo y col., 2015; Fernández, 2014; Nisar y col., 2022). Estas BE pueden 

salir o lisar la ameba y convertir estos puntos en focos de infección, suponiendo un riesgo para 

la salud pública (Garajová y col., 2019). De hecho, se cree que la rápida recolonización de 

sistemas acuáticos de refrigeración, domésticos u hospitalarios por Legionella, dispositivos 

relacionados con brotes de legionelosis, se debe a la protección 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 mención aparte. 

Legionella spp. es el género bacteriano más estudiado como BE de Acanthamoeba. Esta bacteria 

aprovecha el interior de la ameba, donde está a salvo de procesos de desinfección y condiciones 

adversas, para reproducirse y, posteriormente, lisar la AVL y colonizar el hábitat en el que se 

encuentre (Loret y Greub, 2010). Precisamente, se ha detectado su presencia (y la de otras BE 

potencialmente patógenas) en el interior de AVL aisladas de piscinas y la red hídrica de 

hospitales (Fernández, 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) específico para prevenir y controlar esta 

infección. Además, 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 añadido controles de Legionella en grifos de edificios públicos, 

así como en hospitales y centros sanitarios (donde también se incluyen controles de 

Pseudomonas aeruginosa, otra BE común). Sin embargo, en ninguno de estos Reales Decretos 

se incluye la detección de AVL y, sólo en el RD 487/2022, se menciona que la presencia de esta 

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

Cabe añadir que, las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDARs) son, particularmente, 

un hábitat ideal para las AVL y contribuyen a la diseminación, tanto de estas como de bacterias 

potencialmente patógenas. Esta situación resulta preocupante debido a que se está 

incrementando la regeneración de agua para reutilización en actividades agrícolas 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 ANTIBIÓTICOS Y LA RESISTENCIA BACTERIANA A LOS 

ANTIBIÓTICOS 

Los antimicrobianos son compuestos químicos 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 

“antibiótico” fue acuñado por Selman Waksman, descubridor de la estreptomicina, para 

referirse a los compuestos naturales de origen microbiano. No obstante, este término se emplea 

comúnmente como sinónimo de “antimicrobiano”, abarcando tanto compuestos naturales 

como sintéticos (Organización Mundial de la Salud, OMS, 2011). En la presente Tesis Doctoral, 

el término “antibiótico” se emplea para designar a los agentes antimicrobianos, ya sean de 

origen natural, semisintético o sintético, con actividad antibacteriana. 

 

3.1. MECANISMOS DE ACCIÓN Y CLASIFICACIÓN DE LOS ANTIBIÓTICOS 

Los antibióticos pueden clasificarse según su mecanismo de acción, el cual depende de su 

estructura. Los antibióticos bactericidas son letales para las bacterias, mientras que los 

bacteriostáticos inhiben el crecimiento bacteriano; en el caso de estos últimos, al cesar la 

actividad antibiótica, las bacterias son capaces de reanudar su actividad. La capacidad 

bactericida o bacteriostática también depende de la concentración antibiótica y del 

microorganismo diana. Según su mecanismo de acción, los antibióticos se dividen en las 

siguientes clases:  

a) Inhibición de la síntesis de la pared celular, la cual es necesaria para la mantener la 

integridad anatómica y fisiológica de la bacteria. En general, son antibióticos 

bactericidas. La familia más conocida es la de betalactámicos, que inhiben la síntesis de 

peptidoglucano, el principal componente de la pared bacteriana, al bloquear las 

llamadas proteínas de unión a penicilina (PBP), las cuales intervienen en el proceso de 

formación del peptidoglucano. Al interferir en el equilibrio entre la síntesis e hidrólisis 

de este compuesto, se activa un sistema enzimático lítico (las autolisinas) que acaba 

provocando la muerte celular. Otros antibióticos impiden la síntesis de la pared celular 
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mediante la inhibición de enzimas implicadas en la síntesis de los precursores del 

peptidoglucano o interrumpiendo el transporte de estos precursores al exterior celular. 

b) Alteración de la membrana plasmática, provocando la salida de elementos esenciales o 

la entrada de otros potencialmente tóxicos. En general, son bactericidas. Un ejemplo 

sería la polimixina B, que altera la membrana al unirse a los fosfolípidos, induciendo 

cambios de permeabilidad y pérdida de metabolitos importantes. 

c) Inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos, interfiriendo en los procesos de replicación 

(como las quinolonas) y transcripción de ADN (como las rifamicinas) o causando daño 

directo al ADN (como los nitroimidazoles y nitrofuranos). En general son compuestos 

bactericidas. 

d) Inhibición de la síntesis de proteínas. Estos antibióticos bloquean el proceso de síntesis 

proteica, bien al inicio, provocando errores en la lectura del ARN mensajero y la 

producción de proteínas anómalas (como los aminoglucósidos), otros interfieren 

durante la fijación del ARN de transferencia que porta el aminoácido a unir (como las 

tetraciclinas) o durante la elongación de la cadena polipeptídica (como los anfenicoles y 

macrólidos). Generalmente, son bacteriostáticos, excepto en el caso de los 

aminoglucósidos, que son bactericidas. 

e) Inhibición de la síntesis de metabolitos esenciales, como el ácido para-aminobenzoico 

(PABA). Se trata de un sustrato necesario para la síntesis de ácido fólico, el cual, es 

crucial para sintetizar las bases nitrogenadas que forman los ácidos nucleicos que, a su 

vez, son esenciales para el crecimiento del microorganismo. Ejemplos de este tipo de 

antibióticos son las sulfonamidas y diaminopirimidinas, que inhiben la actividad 

enzimática de forma competitiva al poseer semejanza estructural al PABA. 

En la Tabla I.2 se recogen los principales grupos de antibióticos clasificados según su mecanismo 

de acción y estructura química. En ocasiones, se incluyen los inhibidores de betalactamasas; la 

mayoría de estos compuestos no tienen una acción antibacteriana intrínseca, sino que se unen 

a ciertas betalactamasas, permitiendo que los antibióticos betalactámicos mantengan su 

eficacia (Calvo y Martínez-Martínez, 2009; Pasteran y col., 2021). 
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Tabla I.2. Principales grupos de antimicrobianos y representantes de estos. En negrita se muestran los 

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

MECANISMO 
DE ACCIÓN 

GRUPO SUBGRUPO 
ANTIBIÓTICOS 

REPRESENTATIVOS 

Inhibición de la 
síntesis de la 

pared 
bacteriana 

Bacitracina  Bacitracina 

Betalactámicos 

Penicilinas 
Penicilina, oxacilina, 

ampicilina, piperacilina 

Cefalosporinas 

1ª generación: cefalotina 
2ª generación: cefoxitina 

3ª generación: ceftriaxona, 
ceftazidima 

4ª generacion: cefepima 

Carbapenems Imipenem, meropenem 

Monobactámicos Aztreonam 

Glucopéptidos  Vancomicina 

Alteración de la 
membrana 

citoplasmática 
Polimixinas  Polimixina 

Inhibición de la 
síntesis 
proteica 

Ácido fusídico  Ácido fusídico 

Aminoglucósidos  
Gentamicina, kanamicina, 

estreptomicina 

Anfenicoles  Cloranfenicol 

Estreptograminas  Quinupristina-Dalfopristina 

Lincosamidas  Clindamicina 

Macrólidos  
14 átomos de C: eritromicina 
15 átomos de C: azitromicina 
16 átomos de C: espiramicina 

Mupirocina  Mupirocina 

Oxazolidinonas  Linezolid 

Pleuromutilinas  Tiamulina 

Tetraciclinas  Tetraciclina, minociclina 

Alteración del 
metabolismo o 
la estructura de 

los ácidos 
nucleicos 

Quinolonas  

1ª generación: ácido 
nalidíxico 

2ª generación: ciprofloxacino 
3ª generación: levofloxacino 
4ª generación: moxifloxacino 

Rifamicinas  Rifampicina 

Bloqueo de la 
síntesis de 

factores 
metabólicos 

Sulfonamidas  Sulfametoxazol 

Diaminopirimidinas  Trimetoprim 

Inhibidores de 
betalactamasas 

  Ácido clavulánico 

C: carbono. 
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3.2. MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS 

Se denomina “resistencia” a la capacidad de un microorganismo para no verse afectado por los 

efectos de un antibiótico. Existen diferentes mecanismos bioquímicos implicados en la 

resistencia antimicrobiana (Darby y col., 2023; Gimeno y Ortega, 2005; Ince y Hooper, 2003), los 

cuales, se describen a continuación y se muestran esquemáticamente en la Figura I.5: 

a) Reducción de la concentración 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 antibiótico), forzar su 

salida mediante expulsión activa del antibiótico a través de sistemas bombas de eflujo 

o al alterar el mecanismo de transporte específico (por ejemplo, el antibiótico 

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 aminoácidos son resistentes al antibiótico). 

b) Inactivación enzimática del antibiótico: Las bacterias pueden sintetizar enzimas que 

alteran la estructura del antibiótico (como las enzimas modificadoras de 

aminoglucósidos o la enzima cloranfenicol acetiltransferasa) o que lo hidrolizan (como 

las betalactamasas o las enzimas que inactivan las tetraciclinas), anulando así su función. 

c) Modificación de la diana para disminuir la afinidad del antibiótico: Esto puede ocurrir 

bien por mutaciones en el gen codificante (como las mutaciones en las topoisomerasas 

que son diana de quinolonas o en las proteínas de unión a penicilinas, PBP, para 

disminuir la unión de betalactámicos), o por modificaciones enzimáticas del sitio de 

unión (como las causadas por metilasas de ARN, que producen cambios en el ribosoma 

y disminuyen su afinidad por macrólidos). 

d) Estrategias de “bypass” o circunvalación: Las bacterias pueden sintetizar una proteína 

análoga a la original pero resistente o con menor afinidad por el antibiótico (como la 

producción de PBP2a, proteínas homólogas a las PBP originales pero con menor afinidad 

al betalactámico meticilina, proporcionando resistencia a este antibiótico), 

sobreproducir la proteína diana para mitigar el impacto del antibiótico (como la 

sobreproducción de dihidrofolato sintasa y dihidrofolato reductasa, otorgando 

resistencia a sulfametoxazol y trimetoprim, respectivamente) o reducir su nivel de 

expresión (como las alteraciones que reducen la cantidad de topoisomerasas ParE, 

originando mayor resistencia a quinolonas). 

e) Protección de la diana para evitar la unión del antibiótico (por ejemplo, la producción 

de proteínas Qnr, que protegen a las topoisomerasas de la unión a quinolonas, o de 
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proteínas FusB, que promueven la disociación del ácido fusídico y el factor de elongación 

de proteínas). 

 

Figura I.5. Esquema de los mecanismos moleculares de resistencia a antibióticos. Adaptado 

de Darby y col. (2023).  

 

Origen de las resistencias 

Algunas bacterias tienen una resistencia natural o intrínseca a ciertos antibióticos, 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 intrínseca se observa en las bacterias gram negativas, caracterizadas por 

tener una doble membrana celular que las hace relativamente impermeables y, por ende, son 

intrínsecamente resistentes a ciertos antibióticos eficaces frente a bacterias gram positivos 

(Darby y col., 2023; OMS, 2011). Las cepas productoras de antibióticos también poseen 

mecanismos intrínsecos 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 replicación del ADN que pueden 

afectar a cualquier gen. En presencia de concentraciones subinhibitorias de antibióticos, las 

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

mediante transferencia genética vertical. 

Una bacteria sensible también puede volverse resistente por la adquisición de genes de 

resistencia a antibióticos (GRA) de otra bacteria ya resistente mediante transferencia genética 

horizontal (TGH); de hecho, se considera el mecanismo más común. En este contexto, se habla 

de resistencia cruzada cuando un único gen confiere resistencia a dos o más antibióticos 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 antibióticos, se encuentran juntos en el 

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

 

Mecanismos de resistencia a aminoglucósidos 

La resistencia a un determinado antibiótico puede deberse a diferentes mecanismos que, a su 

vez, pueden estar presentes simultáneamente o no en la bacteria resistente. Por ejemplo, los 

aminoglucósidos son una familia de antibióticos que se unen al sitio A del ARN ribosómico (ARNr) 

16 S, que conforma la subunidad 30 S del ribosoma, el cual reconoce los aminoacil-ARN de 

transferencia (ARNt), inhibiendo la síntesis de proteínas y provocando consecuentemente la 

muerte de la bacteria. La resistencia a estos antibióticos puede deberse a diferentes 

mecanismos: (1) la modificación enzimática e inactivación de los aminoglucósidos, (2) la 

disminución de la concentración 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 unión de los aminoglucósidos (Shaw y col., 1993). En este 

último caso se han detectado tanto mutaciones en el propio ARNr 16S en Mycobacterium 

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

El mecanismo de resistencia más común a aminoglucósidos se debe a la inactivación enzimática 

mediante enzimas modificadoras de aminoglucósidos (EMAs), que pueden ser de tres tipos: 

acetiltransferasas (AAC), nucleotidiltransferasas o adenililtransferasas (ANT), y fosfotransferasas 

(APH). Estas suelen adquirirse mediante genes presentes en plásmidos y/o asociados a 

transposones, que ayudan a la rápida diseminación de resistencias entre especies (Shaw y col., 

1993). Estas enzimas se codifican en función del tipo de modificación enzimática (AAC, ANT, 

APH), el sitio de modificación (1, 3, 6, 9, 2’, 3’, 4’, 6’, 2”, 3”), los perfiles de resistencia que otorgan 

(I, II, III, IV, V, etc.) y la estructura de la proteína (a, b, c, etc.); de tal forma que, las enzimas 

AAC(6’)-Ia y la AAC(6’)-Ib son dos proteínas únicas que confieren perfil de resistencia idénticos. 
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La nomenclatura de los genes que codifican estas enzimas: aac(6’)-Ia y aac(6’)-Ib son genes 

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

 

3.3. MECANISMOS DE TRANSFERENCIA HORIZONTAL MEDIADA POR ELEMENTOS 

GENÉTICOS MÓVILES: LOS INTEGRONES 

La captura, acumulación y diseminación de genes de resistencia a antibióticos (GRA) se debe en 

gran medida a los elementos genéticos móviles (EGM), un término empleado para referirse a 

los elementos que promueven la movilidad de ADN, tanto intracelular (del cromosoma a un 

plásmido o entre plásmidos) como intercelular. La transferencia genética horizontal (TGH) es el 

mecanismo de diseminación y difusión de GRA más importante entre cepas bacterianas. La 

adquisición de EGM de manera intercelular ocurre de un donador a un receptor y puede 

producirse por tres mecanismos de TGH:  

a) Transformación: incorporación de ADN extracelular desnudo que proviene de la lisis y 

muerte de otras bacterias. 

b) Conjugación: transmisión directa de ADN de una bacteria donante a una receptora 

mediante contacto directo o una conexión que las una, como el pili conjugativo. 

c) Transducción: mediante un virus bacteriano o bacteriófago que actúa 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. 

 
Figura I.6. Mecanismos de transferencia genética horizontal: transducción, conjugación, 

agentes de transferencia genética (ATG), nanotubos, transformación y vesículas 

extracelulares (VE) o exosomas. Figura adaptada de Emamalipour y col. (2020). 



Capítulo I 

27 
 

Recientemente, también se ha detectado intercambio genético horizontal mediante nanotubos 

y vesículas extracelulares, también llamadas exosomas (Emamalipour y col., 2020; Partridge y 

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

El vehículo principal en la TGH son los plásmidos: secuencias circulares de ADN extra-

cromosómico que se replican y transcriben independientemente del ADN cromosómico (y por 

tanto son transmisibles verticalmente) y, generalmente, confieren ventajas al huésped, aunque 

su mantenimiento también supone un mayor gasto energético. Las islas genómicas (IG) son otro 

tipo de EGM que consisten en una región del cromosoma bacteriano adquirida por transferencia 

horizontal. Pueden estar compuestas por cientos de genes y suelen clasificarse según el fenotipo 

que otorgan (islas de resistencia o de patogenicidad, según 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 móviles intracelulares, como las secuencias de inserción (SI), 

los transposones (Tn) o los integrones (Int): pequeños segmentos de ADN que pueden 

trasladarse, escindirse e integrarse de una región del cromosoma a otra, o a un plásmido, de 

forma autónoma (Partridge y col., 2018). En la Figura I.7 se recogen este conjunto de EGM. 

 

Figura I.7. Ejemplos de elementos genéticos móviles (secuencias de inserción, IS, 

transposón, Tn, integrón, In, plásmido, 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 específica (Ssr), y procesos 

involucrados en la transferencia intercelular (flechas verdes) de genes de resistencia a 

antibióticos. Adaptado de Partridge y col. (2018). 
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Los integrones 

Los integrones son EGM que facilitan la captura, expresión y diseminación de GRA (y otros 

genes) entre bacterias. Un integron generalmente se caracteriza por la presencia de un gen que 

codifica una integrasa (intI), un sitio de recombinación (attI) y un promotor (PC). La integrasa 

cataliza la recombinación entre los sitios attI del integron y el attC de casetes genéticos, 

permitiendo la inserción o escisión de estos. Los genes insertados se expresan gracias al 

promotor del integrón. 

Los casetes genéticos son pequeños fragmentos de ADN (de 0,5-1 kilobases) móviles, consisten 

en un único gen (ocasionalmente dos) y un sitio de recombinación (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 recombinación, y suelen codificar GRA. La acumulación de varios 

casetes en un integrón 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 adaptación a diferentes presiones selectivas y promueven su 

diseminación entre bacterias. Además, la presencia de múltiples copias de integrones 

localizados en diferentes partes del genoma, facilita la recombinación homóloga y el 

intercambio de secuencias entre estos sitios de recombinación, contribuyendo a la variabilidad 

genética y adaptación bacteriana (Deng y col., 2015; Gillings y col., 2015; Partridge y col., 2018). 

En la Figura I.8 se muestra la estructura de un integrón y de inserción de los casetes genéticos. 

Los integrones se clasifican en varias clases según la secuencia de aminoácidos de sus integrasas. 

Los integrones de clase 1 son los más frecuentes en muestras clínicas. Poseen unas regiones 

conservadas con los genes qacE∆1 y sul1, 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 codón 

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 codón de stop (Gillings, 2014). En cuanto a los integrones 

de clase 3, detectados tanto en bacterias de origen clínico como ambiental, también se ha 

observado una menor diversidad de casetes, atribuida a una menor actividad de la integrasa 

(Correia y col., 2003; Gillings, 2014; Tchuinte y col., 2016).  Por otro lado, los integrones de clase 

4 suelen ser cromosómicos 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). 

 

Figura I.8. Estructura de un integrón e inserción 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 rápida evolución de bacterias 

resistentes a múltiples antibióticos 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 

antibióticos de tres o más familias, bacterias con multirresistencia extendida (MRX) a aquellas 

que presentan resistencia adquirida a todos excepto dos de las familias de antibióticos 

recomendados para su uso clínico, y la panresistencia (PR) a aquellas que presentan resistencia 

adquirida a todas las familias de antibióticos recomendados (Magiorakos y col., 2012). En la 

presente Tesis Doctoral, como los antibióticos evaluados no pertenecen todos a los empleados 

en clínica, no se utiliza el término PR y se consideran bacterias con multirresistencia extendida 

a aquellas que presentan resistencia a antibióticos de cinco o más 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 pública. 
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3.4. PROBLEMÁTICA DE LA RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS 

Desde la irrupción de los antibióticos en el panorama científico y clínico 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 años después de la comercialización de cada clase de antibióticos, incluso 

tras modificaciones estructurales para evadir los mecanismos de resistencia bacterianos, 

requiriendo constantemente nuevos antibióticos (Calvo y Martínez-Martínez, 2009; Pérez-

Etayo, 2021). Si bien es cierto que los procesos de adquisición de resistencias ocurren de forma 

natural y son tan antiguos como los propios antibióticos, este proceso está exacerbado por 

factores humanos (Comisión Europea, 2017). 

El mal uso y abuso de los antibióticos, ya sea para su empleo en personas, animales o plantas, 

es uno de los principales factores que contribuyen a la selección y diseminación de resistencias. 

Precisamente, durante décadas se han empleado los antibióticos de forma descontrolada en 

ganadería, como promotor de crecimiento y tratamiento profiláctico, acelerando la generación 

de resistencias. Este aumento de bacterias resistentes a antibióticos (BRA) limita las opciones 

terapéuticas incrementa la morbilidad, la mortalidad, las complicaciones y el tiempo de ingreso 

hospitalario (con su consecuente coste económico que se cuantifica en billones de euros). 

Debido a estas prácticas, la resistencia a antibióticos constituye una grave amenaza para la salud 

pública a nivel global (O’Neill, 2014; Organización Mundial de la Salud, 2011; Organización 

Mundial de Sanidad Animal, 2023; Pérez-Etayo, 2021). 

La magnitud del problema es tal que, en 2014, se atribuían 700 000 muertes anuales a 

infecciones por bacterias multirresistentes, en 2019, se atribuían 1,27 millones y se estimaba 

que, para el año 2050, podrían aumentar a 10 millones, desbancando al cáncer como primera 

causa de muerte (Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios, AEMPS, 2019; 

Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022; O’Neill, 2014). En el caso de España, según la 

AEMPS, actualmente se producen 4 000 muertes como consecuencia de infecciones provocadas 

por bacterias resistentes (AEMPS, 2021), mientras que, según los datos de referencia de la 

Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica (SEIMC), se estima que 

este valor se encuentra en torno a las 35 400 muertes anuales (SEIMC, 2018), valor cercano a las 

40 000 muertes anuales que se proyectaban para el año 2050 (AEMPS, 2019). Esta situación ha 

llevado a establecer planes de acción para la reducción y el control del uso de antibióticos en 

todos los sectores, como la Estrategia Mundial para Contener la Resistencia a los 
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Antimicrobianos o el Plan de Acción Mundial publicados por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS, 2001, 2016). Estos, a su vez, han instado a la implantación de planes de acción nacionales, 

como el Plan de Reducción de Antibióticos (PRAN) en España. 

 

3.5. EFECTOS DEL CONSUMO DE ANTIBIÓTICOS POR EL SECTOR GANADERO 

Datos de consumo 

Hoy en día, la ganadería sigue siendo el sector de mayor consumo de antibióticos a nivel global, 

destinándose entre el 70 y el 80 % de la producción de antibióticos mundial a este sector 

(Marutescu y col., 2022). En algunos países, los antibióticos siguen empleándose como promotor 

de crecimiento (Organización Mundial de Sanidad Animal, OMSA, 2022), sin embargo, esta 

práctica está prohibida en la Unión Europea (UE) desde 2003 (Reglamento CE 1831/2003). 

Recientemente, se ha restringido también en la UE su uso como tratamiento profiláctico a “casos 

excepcionales” (Reglamento UE 2019/6). 

 

Figura I.9. Toneladas de antibióticos vendidas por especie y año por laboratorios 

veterinarios en España. Figura adaptada de PRAN (2023). 

Concretamente, en España, gracias a las medidas establecidas por PRAN, se ha logrado disminuir 

un 70 % el consumo de antibióticos en sanidad animal desde el 2014 hasta el 2022 (Agencia 

Europea del Medicamento, 2023). Aun así, actualmente España es el país con mayor consumo 

de antibióticos para producción 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 avícola y bovino, mientras que el sector 

cunícola recoge el mayor consumo relativo (mg/PCU), como indican las Figuras I.9 y I.10. 

Concretamente, la amoxicilina es el antibiótico más empleado en la ganadería española (en 

toneladas), especialmente empleado en ganado porcino y también en avícola. No obstante, en 
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unidades de mg/PCU ocuparía el tercer puesto por detrás de aminoglucósidos y tetraciclinas, las 

familias más empleadas en el sector cunícola. 

 

Figura I.10. Consumo de antibióticos (mg/PCU) en ganadería por especie y año. Adaptado 

de PRAN (2023). 

 

Contaminación ambiental asociada: el proyecto OUTBIOTICS 

Se estima que hasta el 90 % de los antibióticos administrados a los animales se excreta en heces 

y purines, y que una fracción significativa de estos compuestos mantienen su actividad (Kumar 

y col., 2005). De esta forma, ejercen presión selectiva en la comunidad microbiana del suelo, 

reduciendo su diversidad y fomentando la selección y abundancia de cepas resistentes. Esta es 

la principal vía de entrada de antibióticos al medio ambiente en zonas de actividad ganadera. 

Con frecuencia, el estiércol se reutiliza como enmienda y fertilizante de campos agrícolas, 

destinados tanto a consumo animal como humano, abriendo una vía de transmisión a través de 

la cadena alimentaria (Abbas y col., 2023; García y col., 2020; Marutescu y col., 2022). Además, 

en general, la aplicación de residuos ganaderos al terreno puede, por lixiviación, infiltración o 

escorrentía, generar contaminación por antibióticos en las aguas superficiales y subterráneas, 

promoviendo la introducción, diseminación y acumulación de bacterias resistentes a 

antibióticos (BRA) y genes de resistencia (GRA) en ambientes acuáticos (Jia y col., 2017; Lei y 

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

Junto con los antibióticos, pueden excretarse también bacterias intestinales que hayan 

adquirido (multi)resistencias en el tracto intestinal y promover la diseminación 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 emisión de antibióticos, BRA y GRA 
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a los ecosistemas receptores: el suelo agrícola, la atmósfera y los sistemas acuáticos colindantes 

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

En este contexto, en la Universidad de Zaragoza y bajo la dirección del investigador Juan Ramón 

Castillo, se desarrolló OUTBIOTICS, un proyecto del Programa Europeo de cooperación del 

territorio POCTEFA 2014-2020 consistente en una red de colaboración para el desarrollo de 

tecnologías innovadoras en el diagnóstico, prevención y eliminación de contaminantes 

emergentes (antibióticos) de las aguas del territorio, conformado por departamentos y 

provincias próximas a la frontera entre Francia, España y Andorra. Esta región se caracteriza por 

tener explotaciones ganaderas intensivas (especialmente porcino, avícola y cunícola) como 

mayor motor económico rural. A su vez, es la responsable de las mayores emisiones de 

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

En el marco de este proyecto, se llevó a cabo un diagnóstico de la presencia de antibióticos y 

bacterias resistentes a antibióticos en determinados puntos de la red de muestreo, realizando 

dos campañas en el 2018, una en primavera y otra en otoño (Moles, 2021; Pérez-Etayo, 2021). 

Entre los 40 puntos que conforman dicha red de muestreo, se tomaron muestras de aguas 

superficiales en ríos de la cuenca del Ebro con elevada presión ganadera (porcina, avícola, 

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

 

Los aminoglucósidos y la resistencia a aminoglucósidos en ganadería 

Los aminoglucósidos se emplean ampliamente en la producción animal en comparación con la 

población humana, por lo que se considera que los animales pueden ser un importante 

reservorio de bacterias resistentes a estos antibióticos (Jensen y col., 2006). En España, en 2018 

(año del muestreo) se consumieron 225 toneladas de aminoglucósidos para uso veterinario, 

destinándose el mayor consumo (en toneladas) al sector porcino y las mayores tasas por unidad 

de producto de consumo producido (mg/PCU) al sector cunícola. Los aminoglucósidos 

principalmente consumidos (de mayor a menor consumo) fueron la neomicina, la 

estreptomicina, la espectinomicina, la apramicina, la gentamicina y la paramomicina (Figura 

I.11), mientras que los empleados en clínica incluyen los naturales estreptomicina, kanamicina 

y gentamicina, así como los semisintéticos amikacina, etilmicina y netilmicina (PRAN, 2023; 

Zhang y col., 2023a). 

Algunos de estos aminoglucósidos son de uso exclusivo veterinario, como la apramicina y la 

higromicina. La apramicina fue aprobado en España como promotor del crecimiento en 1988 y, 

aunque ya no se utiliza con ese fin, se sigue empleando en el sector ganadero. De hecho, es 

https://outbiotics.unizar.es/outbiotics/
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común encontrar cepas de E. coli resistentes a apramicina aisladas de cerdos, normalmente 

otorgada por el gen aac(3)-IV, que causa resistencia cruzada a gentamicina y apramicina. 

Además, esta resistencia suele ser transmisible por plásmidos R conjugativos y estar ligada con 

resistencia a otros antibióticos. Tras su introducción en la ganadería, se aislaron cepas con este 

perfil de resistencia a partir de animales. Inclusive, mediante un experimento in vivo, se ha 

comprobado la capacidad de diseminación de resistencia a apramicina de cerdos tratados a no 

tratados con este antibiótico. Posteriormente, se empezó 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 antibiótico de primera 

elección para bacteremias humanas (Gómez-Lus, 1998; Herrero-Fresno y col., 2016; McGaha y 

Champney, 2007; Ministerio de Sanidad y Consumo, 1995; PRAN, 2023). 

 

Figura I.11. Consumo de aminoglucósidos (toneladas) en ganadería. Adaptado de PRAN 

(2023). 

Diversos estudios han confirmado el impacto de la ganadería en ríos y ecosistemas acuáticos por 

antibióticos, BRA y GRA y más concretamente, por el impacto de aminoglucósidos empleados 

en las explotaciones ganaderas. En concreto, Borella y col. (2020) observaron el aumento de 

bacterias resistentes a apramicina y neomicina en ecosistemas acuáticos impactados por 

actividades agrícolas y ganadera; Jia y col. (2017) detectaron la presencia de genes de resistencia 

a aminoglucósidos (especialmente ant(6’)-Ia, aac(6’)-Ie, aph(3’)-IIIa y ant(3”)-Ia) y tetraciclinas 

entre los más dominantes en las aguas residuales de explotaciones porcinas en China, 

contaminando severamente el río al que descargaban sus aguas; mientras que Lei y col. (2024) 

encontraron que los GRA a aminoglucósidos predominaban en aguas subterráneas 

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

La perspectiva “One Health” o “Una única salud” se refiere al esfuerzo interdisciplinar para 

abordar la salud humana, animal y ambiental de forma holística, reconociendo que están 

interconectadas. Esta idea empezó 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 encefalopatía espongiforme bovina y, 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 así la salud ambiental en esta visión holística. En las 

últimas dos décadas, la salud ambiental ha cobrado mayor importancia al demostrarse su 

relación con la salud humana, la salud animal, y la sostenibilidad y resiliencia del planeta. 

Factores como el crecimiento exponencial de la población mundial, la urbanización, la 

deforestación, la extinción de flora y fauna, el calentamiento global o la contaminación están 

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; Velázquez-Meza y 

col., 2022).** 

Precisamente, la resistencia a antibióticos es un problema global que afecta a la salud humana, 

animal y ambiental. Por ello, es necesario enfocar esta problemática desde diferentes disciplinas 

con la misma perspectiva holística (Velázquez-Meza y col., 2022).  

 
Figura I.11. Diseminación de antibióticos, bacterias resistentes y genes de resistencia a 

antibióticos desde la perspectiva “una única salud”. Adaptado de Wardell (2014).
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1. HIPÓTESIS DE TRABAJO 

1.1. LAS AMEBAS DE VIDA LIBRE COMO RESERVORIO Y VECTOR DE BACTERIAS 

ENDOCITOBIONTES: RIESGOS PARA LA SALUD PÚBLICA 

Como muestra el Apartado 1 del Capítulo 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 potabilización, depuración 

y regeneración de aguas, y entrar en el ciclo urbano del agua, habiéndose detectado en sistemas 

acuáticos artificiales, donde habitan y colonizan sistemas de distribución, tuberías, sistemas de 

refrigeración y piscinas, entre otros (Loret y Greub, 2010; Thomas y col., 2010). Desde estas 

instalaciones, pueden infectar a las personas expuestas, siendo la infección más común la 

queratitis amebiana, cuya incidencia ha aumentado durante los últimos años asociada al 

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

La ameba más preocupante, por su letalidad, es Naegleria fowleri, descrita por primera vez en 

España en 2018, como agente causante de una meningoencefalitis en una niña, que la adquirió 

al bañarse en una piscina cubierta contaminada, en Toledo (Ruiz-Ginés y col., 2019). El aumento 

de las temperaturas debido al cambio climático favorece la diseminación de cepas termófilas y 

patógenas, como esta, reforzando la necesidad de establecer sistemas de vigilancia como 

medidas de prevención, control y mitigación de enfermedades infecciosas, tal y como sugiere la 

perspectiva “One Health” (Comisión Europea, 2017; Fernández, 2014). 

Además de los posibles riesgos para la salud intrínsecos de las amebas, estas pueden portar en 

su interior bacterias endocitobiontes (BE), entre otros microorganismos, potencialmente 

patógenas. El caso más conocido e investigado es la propagación de Legionella, uno de los 

principales patógenos causantes de enfermedades de transmisión hídrica. Las AVL pueden 

actuar como reservorios, vectores y caballos de Troya al proteger las BE de los tratamientos de 

desinfección hasta sistemas acuáticos 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, así como torres de refrigeración, piscinas y spas son de especial 

preocupación por esta vía infecciosa (Cateau y col., 2014; Greub y Raoult, 2004). 

Debido a todo esto, resulta necesario llevar a cabo estudios de vigilancia microbiológica 

ambiental, que incluyan tanto AVL como las BE que portan en su interior, para así poder 

establecer medidas de prevención y precaución 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 río con elevada presión ganadera, como vectores de bacterias endocitobiontes 

 

1.2. EL PAPEL DE LAS AMEBAS DE VIDA LIBRE EN LA DISEMINACIÓN DE RESISTENCIA 

A ANTIBIÓTICOS: LAS BERA 

El mal uso y abuso de antibióticos, en los sectores clínicos, industriales, ganaderos y agrícolas, 

provoca el aumento de la presencia de antibióticos en las matrices ambientales, ejerciendo una 

presión selectiva que fomenta la aparición y diseminación de bacterias resistentes a antibióticos 

(BRA). Concretamente, el ciclo del agua tiene un papel fundamental en la diseminación de 

antibióticos, BRA y genes de resistencia a antibióticos (GRA). Las aguas residuales urbanas 

(domésticas, hospitalarias y farmacéuticas) tras su paso por las depuradoras (que actúan como 

caldo de cultivo para la aparición y diseminación de resistencias), junto con residuos agrícolas y 

ganaderos, acaban en los ríos y en las aguas subterráneas que, a su vez, sirven de abastecimiento 

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

La acumulación de resistencias, por exposición a antibióticos y transmisión de GRA mediante 

mecanismos de transferencia horizontal, genera superbacterias cada vez más difíciles de tratar 

y el agotamiento de las opciones terapéuticas. Este conjunto de circunstancias convierte la 

resistencia a antibióticos en un grave problema para la salud pública: la llamada pandemia 

silenciosa, que se estima que en 2050 desbancará al cáncer como primera causa de muerte en 

Europa. Esta situación ha despertado la necesidad de establecer alternativas al uso de 

antibióticos, así como planes para la reducción 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 transmisión a humanos. Por tanto, resulta importante evaluar y conocer los 

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

Precisamente, las AVL pueden ser un reservorio de bacterias endocitobiontes resistentes a 

antibióticos (BERA), además de un vector y protector frente a los tratamientos de desinfección, 

favoreciendo su diseminación y (re)introducción 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 emisión de antibióticos, donde se espera una elevada presencia de BRA, este 

potencial rol como reservorio, vector y protector de las AVL podrá 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 ríos 

de la Cuenca del Ebro sometidos a presión ganadera porcina, avícola, cunícola y bovina como 

zona de estudio, dentro del territorio POCTEFA. 

La mayoría de los estudios que evalúan la presencia de BRA y GRA en ecosistemas acuáticos se 

centran en la resistencia a betalactámicos, principalmente, junto con sulfonamidas y 

fluoroquinolonas (Amato y col., 2021; Pérez y col. 2022; Rodríguez-Mozaz y col., 2015), 

antibióticos de primera elección en medicina humana. Debido a la alta diseminación de bacterias 

resistentes a estos antibióticos, especialmente a la creciente diseminación de betalactamasas 

de amplio espectro, se han realizado muchos estudios para comprender cómo su propagación 

desde aguas residuales de origen doméstico o urbano afecta a la salud pública. En comparación, 

la presente Tesis Doctoral se centra en el estudio del impacto de la actividad ganadera en la 

diseminación de BERA y GRA mediada por las AVL. Para ello, se ha seleccionado la resistencia a 

aminoglucósidos, 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 contaminación ganadera. Los genes de resistencia a estos antibióticos y, en general, 

a aminoglucósidos, suelen encontrarse codificados en integrones (Ramirez y Tolmasky, 2010), 

otro indicador de contaminación 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 antibióticos y la evaluación de la 

influencia de actividades ganaderas en la generación y diseminación de estas resistencias. 

 

1.3. TRATAMIENTOS DE DESINFECCIÓN 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 

desinfección convencionales y, aunque poco estudiado, también se ha demostrado que las BE 

pueden sobrevivir a estos tratamientos, protegidas en el interior de las AVL (García y col., 2007; 

Kilvington y Price, 1990; Thomas y col., 2008). Además de no eliminarse, estos microorganismos 

tampoco se vigilan, ya que los criterios e indicadores microbiológicos ni los incluyen ni los 

representan. Este hecho, junto con la creciente necesidad de regeneración de las aguas debido 
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a la escasez de agua, el cambio climático y el aumento de los usos del agua, provoca que estos 

microorganismos, potencialmente patógenos, 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 oxidación han ganado popularidad en los últimos años y han 

demostrado ser capaces de inactivar microorganismos altamente resistentes al cloro (Forsyth y 

col., 2013; Zhou y col., 2014). Su posible combinación con radiación solar permite que este tipo 

de tratamientos sean más amigables con el medio ambiente, costo-efectivos y reproducibles en 

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

Se ha evaluado la eficacia de PAO como la combinación de cloro y radiación ultravioleta o la 

fotocatálisis con TiO2 frente amebas (Chauque y Rott, 2021; Lonnen y 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 

combinación de cloro y radiación solar (Cl2/RS) frente Acanthamoeba o sus bacterias 

endocitobiontes. La combinación de peróxido de hidrógeno y radiación solar (H2O2/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 evaluación de las amebas de vida libre como 

protectores de bacterias endocitobiontes y la propuesta de estrategias eficaces para su 

desinfección. 
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2. OBJETIVOS 

La investigación sobre el papel que desempeñan las amebas de vida libre (AVL) como vector y 

reservorio ambiental de bacterias endocitobiontes (BE) y de bacterias resistentes a antibióticos 

(BRA), la influencia que determinadas actividades ganaderas ejercen en la diseminación de 

resistencias a través de estos microorganismos y la aplicación de procesos de desinfección de 

aguas que resulten eficaces frente a AVL y BE, constituye el trabajo que fundamenta esta Tesis 

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

• Identificar las poblaciones de AVL presentes en aguas de ríos sometidos a presión 

ganadera de la Cuenca del Ebro 

• Identificar las BE presentes en las AVL 

• Evaluar la influencia de las actividades ganaderas en las comunidades microbianas de 

AVL y BE de ríos de la Cuenca del Ebro 

• Determinar los perfiles de resistencia a antibióticos de las BE presentes en las AVL, 

priorizando la familia de los antibióticos aminoglucósidos 

• Determinar la presencia de integrones en las BE resistentes a antibióticos 

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

• Poner a punto un protocolo para la evaluación de inactivación de cepas de AVL y sus BE 

• Evaluar la efectividad de los desinfectantes convencionales, concretamente hipoclorito 

sódico (Cl2), peróxido de hidrógeno (H2O2), radiación solar UV-A (RS320-800 nm) y radiación 

solar UV-A y UV-B (RS280-800 nm) 

• Evaluar la efectividad de los tratamientos avanzados de oxidación, concretamente la 

combinación de hipoclorito sódico y radiación solar UV-A (Cl2/RS320-800 nm), la 

combinación de hipoclorito sódico y radiación solar UV-A + UV-B (Cl2/RS280-800 nm) y la 

combinación de peróxido de hidrógeno y radiación solar UV-A + UV-B (H2O2/RS280-800 nm) 

• 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 Investigación Agua y Salud 

Ambiental del Instituto de Ciencias Ambientales de Aragón (IUCA) de la Universidad de Zaragoza, 

gracias a la subvención para la contratación de Personal Investigador Predoctoral en Formación 

del Gobierno de Aragón Convocatoria 2019-2023 y a la financiación a través de los siguientes 

Proyectos:  

• OUTBIOTICS: Tecnologías innovadoras para diagnóstico, prevención y eliminación de 

contaminantes emergentes (antibióticos) 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 España/Francia/Andorra - POCTEFA 2014-

2020) 

• PID2022-141402NB-I00: Caracterización y control de reservorios ambientales de 

microorganismos patógenos y genes de resistencia a antibióticos 

• TED2021-129267B-I00: OUTMICROPRESS: Aplicación de Procesos Avanzados de 

Desinfección de Aguas con Nanomateriales, para la Reducción del Impacto Procedente 

de Presiones Urbanas, en el Marco de la Economía Circular 

Su desarrollo ha permitido la realización de dos estancias de investigación. Por un lado, en el 

grupo de investigación 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 Aragón. Por otro lado, en el Centro de Saneamiento 

Ambiental del Departamento de Recursos Hídricos y Ciencias Ambientales de la Universidad de 

Cuenca (Ecuador), del 18/11/2019 al 31/7/2020, bajo la tutela de la investigadora Verónica Pinos 

Vélez. Esta estancia pudo llevarse a cabo gracias al Programa de becas Iberoamérica de 

Santander Investigación y motiva la solicitud de la Mención Internacional para la presente Tesis 

Doctoral.  
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4. PRINCIPALES APORTACIONES DERIVADAS DE LA 

INVESTIGACIÓN 

4.1. CONTRIBUCIÓN CIENTÍFICA 

Como consecuencia directa de la investigación realizada durante el desarrollo de la presente 

Tesis Doctoral, se han publicado dos artículos científicos en revistas de prestigio internacional 

incluidas en el “Citation Index” JCR-SCI, un capítulo de libro, y se han presentado varias 

comunicaciones en congresos científicos de carácter nacional e internacional. Todo ello se 

detalla a continuación: 

Artículos científicos (Anexo II) 

• Menacho, C., Soler, M., Chueca, P., Ormad, M.P., Goñi, 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 

• Menacho, C., Marez, C., Chueca, P., Goñi, P., Ormad, M.P. 2024. Inactivation of 

Acanthamoeba and its endosymbiont bacteria by the combination of solar light with 

H2O2. Catalysis Today 431, 114562. ISSN 0920-5861. 

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

Capítulo de libro 

• Menacho, C., Chueca, P., Ormad, M.P., Goñi, P. 2020. Protozoos intestinales y amebas 

de vida libre: los grandes olvidados en las regulaciones de saneamiento de aguas 

residuales”. En: B. Setuáin. Retos actuales del saneamiento de aguas residuales. 

Derivadas jurídicas, económicas y territoriales. 2020. Zaragoza (España): Aranzadi, S.A.U. 

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

Congresos científicos 

• Menacho, C., Marez, C., Chueca, P., Goñi, P., Ormad, M.P. 2023. H2O2 Photolysis 

inactivates Acanthamoeba and its protected endosymbiont bacteria. Presentación oral. 

I Jornadas Doctorales. PD en Ingeniería Química y del Medio Ambiente. Zaragoza 

(España), 09/11/2023. Libro de resúmenes, p. 20 

• Menacho, C., Chueca, P., Beltrán, A., Remacha, M.V., Larumbe, N., Ormad, M.P., Goñi, 

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

https://doi.org/10.3390/w16050668
https://doi.org/10.1016/j.cattod.2024.114562
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Antibiotic Resistant Bacteria. Presentación oral. III National Congress of International 

Water Association - Young Water Professional- Spanish Chapter. Valencia (España), 

16/11/2022 

• Menacho, C., Soler, M., Marez, C., Chueca, P., Goñi, P., Ormad, M.P. 2022. Amebas de 

Vida Libre inactivadas protegen a las Bacterias Internalizadas frente a desinfectantes 

convencionales. Presentación tipo póster. VII Jornadas del Instituto Universitario de 

Investigación en Ciencias Ambientales de Aragón. Zaragoza (España), 6/10/2022. Libro 

de Abstracts, pp. 46 

• Menacho, C., Chueca, P. Goñi, P., Ormad, M.P. 2022. Bacteria survival after free-living 

amoeba inactivation by the use of common disinfection water treatments. Presentación 

oral. 3rd International Conference on Disinfection and DBPs. Milán (Italia), 27/06/2022. 

Book of Abstracts, pp. 132 - 135 

• Menacho, C., Chueca, P., Goñi, P., Ormad, P. 2022. Bacterias Internalizadas y Amebas de 

Vida Libre: Complicando la Efectividad de los Desinfectantes Comunes. Presentación tipo 

póster. XXV Congreso de la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y 

Microbiología Clínica. Granada (España), 02/06/2022. Libro de Abstracts, ISBN 978-84-

09-40989-1 

• Menacho, C., Chueca, P., Beltrán, A., Ormad, M.P., Goñi, P. 2022. Vigilancia de 

Resistencias a Antibióticos en Amebas de Vida Libre: El Reservorio Natural Desconocido. 

Presentación tipo póster. XXV Congreso Nacional de la Sociedad Española de 

Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica. Granada (España), 02/06/2022. Libro 

de Abstracts, ISBN 978-84-09-40989-1 

• Menacho, C., Chueca, P., Remacha, M.V., Larumbe, N., Ormad, M.P., Goñi, P. 2022. Las 

amebas de vida libre: reservorio de bacterias resistentes a antibióticos. Presentación de 

vídeo científico. XVI Congreso Español y VI Congreso Iberoamericano de Salud 

Ambiental. Madrid (España), 18/05/2022. Revista de Salud Ambiental, L. XXII, p. 152. 

ISSN 1697-2791. 

• Menacho, C., Chueca, P., Goñi, P., Ormad, M.P. 2022. Desinfección de aguas: en busca 

de un tratamiento para amebas de vida libre y las bacterias protegidas. Presentación de 

vídeo científico. XVI Congreso Español y VI Congreso Iberoamericano de Salud 

Ambiental. Madrid (España), 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., Goñi, 

M.P. Las amebas de vida libre como vectores de enfermedades oportunistas. 
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Presentación escrita. XXIV Congreso Nacional de la Sociedad Española de Enfermedades 

Infecciosas y Microbiología Clínica. En línea, 05/06/2021. Libro de Abstracts, pp. 401. 

2021. ISBN 978-84-09-30989-4 

• Menacho, C. 2020. ¿Está enferma nuestra comida? Uso de Antibióticos en la Industria 

Alimentaria. Mirando hacia una Industria Sostenible y Sustentable. Presentación oral.      

I Webinar Ciencia, Tecnología, Comercialización y Seguridad Alimentaria en Tiempos de 

Pandemia. Visión de Ingenieros en Alimentos y Afines. En línea, 01/10/2020 

• Menacho, C., Chueca, P., Ormad, M.P., Goñi P. Papel de las Amebas de Vida Libre como 

Reservorio de Bacterias Potencialmente Patógenas. Vídeo científico.  VI Jornadas IUCA. 

En línea, 17/09/2020. 

https://www.youtube.com/watch?v=Xos6xLizq5k&list=PLVFaquMRhyOz3cASV18aLBA

HuVJW73S_&index=14&ab_channel=IUCAUNIZAR 

• Menacho, C., Goñi, P., Benito, M., Gómez, J., Ormad, M.P. 2019. Evaluación de procesos 

en el tratamiento de aguas y fangos en EDARs para la reducción de microorganismos 

con riesgo sanitario y ambiental. Presentación oral. XXXVI Jornadas Nacionales de 

Ingeniería Química. Zaragoza, 4/9/2019. Libro de resúmenes, 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 Comunicación de Salud Pública, otorgado por la 

Sociedad Española de Salud Pública y Administración Sanitaria por el trabajo titulado 

"Desinfección de Aguas: en busca de un Tratamiento para Amebas de Vida Libre y sus Bacterias 

Protegidas" presentado en el XVI Congreso Español y V Congreso Iberoamericano de Salud 

Ambiental, celebrado en Madrid del 18 al 20 de mayo de 2022, y con el Premio al Mejor Vídeo 

Científico en la Categoría de No Doctor, otorgado por el Instituto Universitario de Investigación 

en Ciencias Ambientales de Aragón (IUCA) por el vídeo científico titulado "Papel de las Amebas 

de Vida Libre como Reservorio de Bacterias Potencialmente Patógenas" 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 investigación realizada en el Centro de 

Saneamiento Ambiental del Departamento de Recursos Hídricos y Ciencias Ambientales de la 

Universidad de Cuenca (Ecuador), se ha publicado el siguiente artículo científico en colaboración 

con la misma: 

Menacho, C., Montufar, T., Sánchez, E., Larriva, G., López, C.L., Cisneros, J.F., Ormad, 

M.P., Goñi, P., Pinos-Vélez, V. 2024. Evaluation of some selected antibiotics and dyes 

https://www.youtube.com/watch?v=Xos6xLizq5k&list=PLVFaquMRhyOz3cASV18aLBAHuVJW73S_&index=14&ab_channel=IUCAUNIZAR
https://www.youtube.com/watch?v=Xos6xLizq5k&list=PLVFaquMRhyOz3cASV18aLBAHuVJW73S_&index=14&ab_channel=IUCAUNIZAR
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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. CONTRIBUCIÓN A LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE 

La presente Tesis Doctoral contribuye a la consecución de los Objetivos de Desarrollo Sostenible 

(ODS) acordados como parte de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible (Naciones Unidas, 

2015), especialmente a la consecución del ODS 6, que tiene como objetivo garantizar la 

disponibilidad de agua y su gestión sostenible y el saneamiento para todos. Así mismo, 

contribuye de forma indirecta a los ODS 3 “Salud y Bienestar”, ODS 9 “Industria, innovación e 

infraestructura”, ODS 11 “Ciudades y comunidades sostenibles”, ODS 12 “Producción 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 número de muertes y enfermedades 

producidas por productos químicos peligrosos y la contaminación del aire, el agua y el 

suelo. 

6.3.  De aquí a 2030, mejorar la calidad del agua reduciendo la contaminación, 

eliminando el vertimiento y minimizando la emisión de productos químicos y materiales 

peligrosos, reduciendo a la mitad el porcentaje de aguas residuales sin tratar y 

aumentando considerablemente el reciclado y la reutilización sin riesgos a nivel 

mundial. 

6.6.a.  De aquí a 2030, ampliar la cooperación internacional y el apoyo prestado a los 

países en desarrollo para la creación de capacidad en actividades y programas relativos 

al agua y el saneamiento, como los de captación de agua, desalinización, uso eficiente 

de los recursos hídricos, tratamiento de aguas residuales, reciclado y tecnologías de 

reutilización. 

9.5. Aumentar la investigación científica y mejorar la capacidad tecnológica de los 

sectores industriales de todos los países, en particular los países en desarrollo, entre 

otras cosas fomentando la innovación y aumentando considerablemente, de aquí a 

2030, el número de personas que trabajan en investigación y desarrollo por millón de 

habitantes y los gastos de los sectores público y privado en investigación y desarrollo. 

https://doi.org/10.1080/10889868.2024.2335909
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11.6. De aquí a 2030, reducir el impacto ambiental negativo per cápita de las ciudades, 

incluso prestando especial atención a la calidad del aire y la gestión de los desechos 

municipales y de otro tipo. 

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

naturales 

17.17. Fomentar y promover la constitución de alianzas eficaces en las esferas pública, 

público-privada y de la sociedad civil, aprovechando la experiencia y las estrategias de 

obtención de recursos de las alianzas.  
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1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN 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 presión ganadera, especialmente porcina 

y avícola. Se toman muestras de 500 mL de agua superficial en la primavera de 2018 (primera 

campaña de muestreo) y en el otoño de 2018 (segunda campaña 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 ubicación de las 

estaciones de muestreo (EM) está indicada en la Figura III.1 y, en adelante, se denominan EM.1 

– EM.7. La información relativa a los ríos y la presión ganadera existente en dichos puntos se 

muestra en la Tabla III.1. A lo largo del documento, se hace referencia al muestreo de la primera 

campaña, añadiéndoles el número 1 (EM.1.1, EM.2.1, EM.3.1, etc.) y, al muestreo de la segunda 

campaña, añadiéndoles el número 2 (EM.1.2, EM.2.2, EM.3.2, etc.). 

Tabla III.1. Situación de las estaciones de muestreo (EM), caudal (m3/s) y presión ganadera existente 

(Moles, 2021). 

ESTACIÓN RÍO 
MUNICIPIO 

(PROVINCIA) 
Caudal PRESIÓN GANADERA 

C1 C2 Avícola Bovina Cunícola Porcina 

EM.1 Segre 
Torres de 

Segre 
(Lérida) 

380 80 X   X 

EM.2 
Noguera 

Ribagorzana 
Corbins 
(Lérida) 

9 6 X  X X 

EM.3 
Clamor 
Amarga 

Zaidín 
(Huesca) 

3 4 X X X X 

EM.4 Cinca 
Fraga 

(Huesca) 
416 41 X  X X 

EM.5 Alcanadre 
Sariñena 
(Huesca) 

24 9 X   X 

EM.6 Flumen 
Albalatillo 
(Huesca) 

12 5 X X X X 

EM.7 Gállego 
Zaragoza 

(Zaragoza) 
67 6 X X X  

C1: campaña 1 (primavera 2018); C2: campaña 2 (otoño 2018). 

https://outbiotics.unizar.es/


Tesis Doctoral de C. Menacho 

54 
 

 

Figura III.1. Estaciones de muestreo de aguas naturales de la Cuenca del Ebro con presión 

ganadera estudiadas. Figura adaptada del informe Impress (2020). 

 

1.2. MEDIOS DE CULTIVO 

Solución salina de Neff’s Modificada (PAS) 

Solución empleada para la preparación de los medios para el cultivo de amebas. Composición 

cada 100 mL de PAS: 1,2 g de NaCl, 0,04 g de MgSO4
.7 H2O, 0,04 g de CaCl2.2 H2O, 1,42 g de 

Na2HPO4, 1,36 g de KH2PO4 y 2 g de Agar-agar (Scharlab S.L., Barcelona, España). 

Agar No Nutritivo con Escherichia coli inactivada térmicamente 

Medio de cultivo sólido empleado para el aislamiento y crecimiento de amebas de vida libre 

(AVL). Tras la preparación y dispensión del agar no nutritivo (ANN) en placas, se dispersa una 

suspensión de Escherichia coli ATCC 25922 inactivada térmicamente (10 minutos a 65 °C en baño 

maría). Composición de 1 L de ANN: 100 mL de PAS, 900 mL de agua destilada y 15 g de agar 

bacteriológico (BD DifcoTM, Fisher Scientific S.L., Madrid, España) (Goñi y col., 2014). 

Medio PPYG (Proteosa, Extracto de Levadura, Glucosa) 

Medio de cultivo líquido empleado para el crecimiento de amebas y la conservación de cultivos 

axénicos. Composición de 1 L de PPYG: 20 g proteasa peptona (BD DifcoTM), 5 g extracto levadura 

(BD DifcoTM), 5 g glucosa (Panreac Química S.L.U., Barcelona, España), 50 ml solución PAS y 950 
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ml de agua destilada. Una vez esterilizado el medio líquido, el medio PPYG se suplementa con 

ampicilina (concentración final de 250 μg/mL), estreptomicina (250 μg/mL) y fungizona (30 

μg/mL) para evitar el posible crecimiento de bacterias y hongos provenientes del interior de las 

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

 

1.3. AISLAMIENTO, CULTIVO Y AXENIZACIÓN 

Las muestras de agua se filtran en una rampa de filtración Millipore (Merck KGaA, Dramstadt, 

Alemania). Para ello, se usa un filtro estéril de 0,7 µm de poro y 47 mm de diámetro (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 (Fernández, 2014). 

Este medio de cultivo sólido permite que las bacterias E. coli, que mantienen su forma y están 

metabólicamente inactivadas, sirvan de alimento para las amebas. Las amebas van 

alimentándose, proliferando, desplazándose por la placa y enquistándose. Para aislar las AVL, se 

observan las placas diariamente mediante un microscopio óptico a 12,5x, se seleccionan los 

trofozoítos y quistes que morfológicamente tienen las mismas características y se recorta una 

superficie del medio que los contenga, con un asa de siembra. Esta porción 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 trofozoítos o quistes con morfología diferente se 

resiembran en placas diferentes (Figura III.2). 

Una vez aislado un único morfotipo y, habiendo crecido una alta población de amebas en la 

placa de cultivo, se vierten 1 o 2 mL de suero fisiológico (SFE) sobre el agar y, con un asa 

Digralsky, se frota la superficie cuidadosamente en diferentes direcciones para separar los 

trofozoítos 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 ácido (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 antibiótico y fungicida. El tubo con la 

AVL aislada en medio líquido se incuba a 30 °C hasta su posterior uso. 
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Figura III.2. Los trofozoítos y quistes morfológicamente diferentes se resiembran en nuevas 

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

 

1.4. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN 

1.4.1. Recuento mediante hemocitómetro  

La cámara de recuento Neubauer o hemocitómetro es un portaobjetos de precisión empleado 

para contar células por microscopía óptica. Cada portaobjetos tiene dos cámaras de recuento 

divididas en cuadrículas de 3 mm x 3 mm. La sección en la que se introduce la muestra tiene una 

profundidad de 0,1 mm, estableciendo un volumen fijo una vez colocado el cubreobjetos. 

Mediante microscopía óptica, puede observarse la cuadrícula, dividida en nueve cuadrantes de 

1 mm x 1 mm, tal y como se muestra en la Figura III.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 pequeñas. Al conocerse las dimensiones de 

la cámara, se conoce específicamente el volumen en el que se está realizando el recuento y, por 

tanto, la concentración de células puede calcularse mediante la Ecuación III.1 (Hoffman, 2006). 

Pueden realizarse además pasos previos de concentración (mediante centrifugación) o dilución 

de la muestra para facilitar el recuento, en cuyo caso, se debe aplicar el factor de dilución 

correspondiente.  

Ecuación III.1.  𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝐿⁄ ) =
𝑁º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑁º 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠
 𝑥 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑥 104     
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Esta metodología no diferencia entre células (amebas) vivas y muertas. Para diferenciarlas, se 

utiliza el método de exclusión con azul de tripán. Este colorante puede penetrar a través de las 

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

Para calcular la concentración de amebas vivas, se añade solución de azul tripán al 0,4 % (m/V) 

(Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) en proporción 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 μL en 

la cámara de Neubauer y, mediante un microscopio óptico ZEISS-Axiostar plus, se cuentan el 

número de trofozoítos y quistes no teñidos para calcular su concentración mediante la Ecuación 

III.1. La concentración obtenida corresponde a trofozoítos y quistes viables. 

 

Figura III.3. Cámara de Neubauer o hemocitómetro. A. Visión macroscópica donde se 

muestran las cámaras de recuento. B. Visión microscópica donde se observan los nueve 

cuadrantes de recuento. Figura editada de Requena y Gil (2020). 

 

1.4.2. Método del número más probable  

El método del Número Más Probable (NMP) es una técnica que permite estimar, sin necesidad 

de recuento, la concentración de organismos vivos presentes en un líquido. Consiste en la 

incubación de alícuotas de diluciones de la muestra problema y el examen posterior de 

presencia o ausencia de crecimiento de las alícuotas, entendiendo como crecimiento la 

presencia de al menos un organismo en la alícuota. Mediante computación, se han desarrollado 

tablas que aproximan el número más probable de organismos en función del número de 

alícuotas que muestran crecimiento (Tillet y Coleman, 1985; Tillett, 1987). Para el presente 

estudio, se adapta la metodología descrita por Beattie y col. (2003) y Buck y Rosenthal (1996). 
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Se preparan diluciones seriadas 10-1 y 10-2 a partir de la muestra problema. Se inoculan 10 µL de 

la muestra problema (100) y de sus diluciones en el medio de cultivo apropiado para el 

microorganismo de estudio (ANN con E. coli inactivada). Cada inoculación se realiza por 

quintuplicado. Adicionalmente, se inoculan 100 µL de las muestras por quintuplicado en otra 

placa. En el caso de las AVL, todas las placas se incuban entre 7 y 15 días a 30 °C y se observan 

con regularidad por observación directa mediante microscopía óptica 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 trofozoítos y/o caminos en el césped de bacterias y, 

como negativas las restantes (aquellas en las que se observan quistes o no se observa nada), tal 

y como se muestra en la Figura III.4. Los resultados se traducen en un código de tres números 

en el que cada dígito corresponde al número de muestras positivas de las inoculaciones directa, 

10-1 y 10-2. Mediante ese código y, utilizando la tabla de Beattie y col. (2003), se obtiene el 

número más probable (NMP) de microorganismos que contiene la muestra problema por 

mililitro (Tabla III.2). Por ejemplo, una muestra en la que se hayan detectado cuatro alícuotas 

positivas de aquellas inoculadas directamente, tres positivas de las inoculadas a partir de la 

dilución 10-1 y una alícuota positiva a partir de la dilución 10-2, tendrá el código “431” y, según la 

tabla del NMP, 310 células/mL. Si no se detecta crecimiento en ninguna de las alícuotas de 10 

µL, se han de observar las inoculaciones de 100 µL y, si tampoco se detecta crecimiento en 

ninguna de ellas, se considera que no hay ningún microorganismo y, en caso de evaluarse su 

inactivación, se considera que se ha producido “inactivación total” del mismo (“total kill” o “TK” 

por sus siglas en inglés). 

 

Figura III.4. Observación directa mediante microscopía óptica (12,5x) de inoculaciones en 

placa de ANN con E. coli para determinar la presencia o ausencia de crecimiento de AVL. A. 

Inoculación positiva: trofozoítos y caminos en el césped de bacterias. B. Inoculación 

negativa: observación de quistes.  
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Tabla III.2. Estimación del número más probable (NPM) de Acanthamoeba por mililitro, examinando cinco 

alícuotas de cada dilución (100, 10-1, 10-2). Adaptado de Beattie y col. (2003) y Tillett (1987). 

Nº de alícuotas 
positivas NMP RMP* 

Nº de alícuotas 
positivas NMP RMP* 

100 10-1 10-2 100 10-1 10-2 

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 2 950 800-1.100 
2 3 0 110 110 5 2 3 1.200 1.050-1.350 
3 0 0 70 70 5 3 0 750 650-900 
3 0 1 90 90 5 3 1 1.100 900-1.250 
3 1 0 90 90 5 3 2 1.400 1.200-1.600 
3 1 1 130 130 5 3 3 1.750 1.550-2000 
3 2 0 130 130 5 3 4 2.100 1.850-2.400 
3 2 1 160 140-160 5 4 0 1.300 1.100-1.500 
3 3 0 160 140-160 5 4 1 1.700 1.500-2.000 
4 0 0 110 110-130 5 4 2 2.200 1.900-2.500 
4 0 1 140 140-160 5 4 3 2.800 2.400-3.200 
4 1 0 160 140-160 5 4 4 3.450 3.000-3.900 
4 1 1 200 180-200 5 5 0 2.400 2.000-2.800 
4 2 0 200 180-220 5 5 1 3.500 2.900-4.200 
4 2 1 250 230-270 5 5 2 5.400 4.500-6.600 
4 3 0 250 230-270 5 5 3 9.100 7.500-11.000 
4 3 1 310 290-340 5 5 4 16.000 13.500-19.000 
     5 5 5 >18.000 >18.000 

*El rango más probable (RMP) tiene un intervalo de confianza del 95 %. 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral de C. Menacho 

60 
 

1.5. IDENTIFICACIÓN DE LOS AISLAMIENTOS MEDIANTE TÉCNICAS DE BIOLOGÍA 

MOLECULAR 

1.5.1. Extracción de ADN y reacción en cadena de la polimerasa 

La extracción de ADN total de las AVL se realiza utilizando el kit comercial Norgen Stool Isolation 

Kit (Norgen Bioteck Corp., Thorold, Canadá), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez 

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

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es un método de síntesis 

de ADN in vitro, que permite amplificar el número de copias de un fragmento de ADN específico 

al ser delimitado por unos cebadores o iniciadores (“primers” en inglés) previamente 

seleccionados y añadidos a la reacción. 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 número de copias (amplificaciones) podrá posteriormente 

detectarse para confirmar la presencia de la secuencia diana o, secuenciarse, entre otras 

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

Para la identificación de las AVL aisladas, se realizan PCRs con diferentes cebadores específicos 

de amebas, concretamente, se emplean cebadores genéricos para amebas de vida libre (FLA) 

que amplifican la región conservada del gen 18 S ribosomal, cebadores específicos para 

Acanthamoeba (JDP) que amplifican la región ASA.S1 del gen 18 S ribosomal y una PCR múltiple 

específica para Naegleria (ITS) y Naegleria fowleri (FW) que amplifica la región ITS/5,8 S del gen 

ribosomal. Los cebadores y el tamaño de los subproductos de las PCR se indican en la Tabla III.3. 

Las condiciones de las PCRs y las concentraciones de los reactivos necesarios para la preparación 

de la mezcla de reacción se detallan en la Tabla III.4. Una vez preparadas las mezclas de reacción, 

se introducen en un termociclador (ThermoCycler 2720, Applied BiosystemsTM) y se someten a 

los diferentes programas de ciclos de temperaturas específicos, tal y como se detalla en la Tabla 

III.3. 
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Tabla III.3. Secuencia de los cebadores, tamaño de los productos (pb) y programas de PCR empleados para la identificación de amebas de vida libre. 

IDENTIFICACIÓN CEBADOR 
SECUENCIA DEL CEBADOR 

(5’ – 3’) 
TAMAÑO 

PRODUCTO 

CICLOS DEL PROGRAMA 
REFERENCIA 

C1 C2 C3 C4 

Amebas de Vida 
Libre 

FLA-F 
FLA-R 

CGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC 
CAGGTTAAGGTCTCGTTCGTTAAC 

800-1500 
 

94 °C 
5 min 

40 ciclos  
72 °C 

10 min 

 
4 °C 

 

Tsvetkova 
y col., 2004 

94 °C 
1 min 

63 °C 
1 min 

74 °C 
2 min 

Acanthamoeba 
spp. 

JDP-1 
JDP-2 

GCCCAGATCGTTTACCGTGAA 
TCTCACAAGCTCTAGGGAGTCA 

432-551 
 

95 °C 
7 min 

45 ciclos  
72 °C 

10 min 

 
4 °C 

 

Schroeder 
y col., 2001 

95 °C 
1 min 

60 °C 
1 min 

72 °C 
2 min 

Naegleria spp. 
y 

N. fowlerii  

ITS-1 
ITS-2 

GAACCTGCGTAGGGATCATTT 
TTTCTTTTCCTCCCCTTATTA 

453 
 
 

94 °C 
5 min 

 
35 ciclos 

 
 

72 °C 
5 min 

 
 

4 °C 
 

Pélandakis y 
Pernin, 2002 FW-1 

FW-2 
GTGAAAACCTTTTTTCCATTTACA 

AAATAAAAGATTGACCATTTGAAA 
400 

94 °C 
30 s 

55 °C 
30 s 

72 °C 
45 s 
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Tabla III.4. Concentración final de los reactivos en las mezclas de reacción de las PCR empleadas para la 

identificación de amebas de vida libre. 

COMPUESTO FLA JDP ITS/FW 

Tampón de reaccióna 1x 1x 1x 

MgCl2
a 6 mM 4 mM 1,5 mM 

dNTPsb 0,4 mM 0,25 mM 0,2 mM 

Cebadorc 0,8 µM 0,5 µM 0,4 µM ITS y 0,8 µM FW 

Taq polimerasad 0,1 U/µL 0,05 U/µL 0,05 U/µL 

Volumen ADN:mezcla  1:25 1:25 1:10 
aBiotools, B&M Labs, S.A. (Madrid, España). bBioton Life Science (Macierzysz, Polonia). cIsogen Lifescience 

B.V. (Utrecht, Países Bajos). dIbian Technologies, S.L. (Zaragoza, España). 

 

1.5.2. Electroforesis en gel de agarosa y visualización  

Preparación del gel de agarosa 

Una vez realizadas las PCR, y para confirmar la amplificación, se procede a analizar la presencia 

de los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa. Para ello se prepara una 

disolución de agarosa al 1,5 % (m/V) en TBE x 0,5 (Tris 0,045 M, SERVA Electroforesis GmbH, 

Heidelberg, Alemania; ácido bórico 0,045 M y EDTA 0,001 M, Panreac Química S.L.U., Barcelona, 

España; a pH 8). Esta solución se lleva a ebullición. Se añade bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, 

Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) para la visualización posterior del ADN. La solución de 

agarosa se vierte en una cama de electroforesis y se coloca un peine que formará los pocillos del 

gel para la posterior inoculación de las respectivas muestras en ellos. Tras su solidificación, 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 tampón sirve a la vez para conducir la electricidad 

y para controlar el pH. 

 

Carga del gel y electroforesis 

En cada pocillo se inoculan 10 µL de muestra a la cual, se le ha añadido 1 µL de la solución de 

carga (1 % SDS, 50 % glicerol, 0,05 % azul de bromofenol, Sigma Aldrich) para proporcionarle 

densidad. En uno de los pocillos se inoculan 5 µL del marcador de pesos moleculares λ PstI        

200 U (Promega Biotech Ibérica S.L., Alcobendas, España) mezclados con 1 µL de la solución 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 función de su tamaño, permitiendo la separación de los productos de PCR para facilitar su 

visualización posterior (Fernández, 2014). 

 

Visualización 

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 LourmatTM. 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 visualización 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 III.5.a), se puede conocer el 

tamaño molecular de los amplicones obtenidos tras la PCR. Una banda a la “altura” 

correspondiente al peso esperado (pares de bases, pb) según los cebadores utilizados (Tabla 

III.3) indica que la muestra de ADN extraída del cultivo de AVL es positiva para el género en 

cuestión. En el caso de utilizar los cebadores FLA, la presencia de más de una banda indica que 

el cultivo del que se ha extraído el ADN es un cultivo mixto. 

 

Figura III.5. Bandas del marcador de peso molecular (a) λ PstI y (b) EasyLadder I. 
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1.5.3. Purificación del producto de PCR, secuenciación, análisis y registro 

de secuencias 

Purificación 

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 III.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 III.1.5.2, pero inoculando el volumen total de producto de PCR 

en un mismo pocillo (con la solución de carga en proporción 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 refrigeración (4 °C) hasta la posterior purificación del 

ADN, la cual se lleva a cabo mediante el kit Favor PrepTM Gel/PCR Purification Mini kit (Favorgen® 

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

 

Electroforesis de comprobación 

Una vez purificados los amplicones, se realiza una electroforesis de comprobación, siguiendo las 

indicaciones del Apartado III.1.5.2, pero inoculando 3 µL de la muestra de ADN purificado con 1 

µL de la solución de carga. Para esta electroforesis, se emplea el marcador de peso molecular 

EasyLadder I (Bioline, Meridian Life Science, Tennessee, Estados unidos), que permite estimar 

cualitativamente la concentración de ADN de la muestra (Figura III.5.b). Las muestras que 

presenten una única banda definida con el peso molecular esperado estarán listas para 

secuenciar. 

 

Secuenciación y análisis de la secuencia 

Una vez purificados y comprobados, los amplicones se envían para su secuenciación al Servicio 

de Secuenciación del IACS de la Universidad de Zaragoza. Este servicio proporciona dos 

electroferogramas (secuencias de bases nucleotídicas) por muestra: uno correspondiente a la 

hebra molde y otro correspondiente a la hebra complementaria. Se revisa la calidad de la 

secuencia mediante el software FinchTV (Figura III.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 única secuencia consenso. Esta 

secuencia consenso se compara con las secuencias que se encuentran en la base de datos 

https://fasta.bioch.virginia.edu/
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GenBank (disponible en la página web del Centro Nacional para la Información Biotecnológica, 

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

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. 

 

Figura III.6. Electroferograma de una secuencia amplificada con los cebadores JDP 

visualizado mediante el Software FinchTV. 

 

1.5.4. Análisis filogenético  

El análisis filogenético permite convertir la información de secuencias de nucleótidos en un árbol 

evolutivo; para ello, se emplea el Software informático MEGA11 (Tamura y 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 árbol 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 árbol filogenético que presenta una menor longitud de sus ramas. La 

distancia evolutiva se calcula mediante el método p-distancia (Nei y Kumar, 2000) según el 

número de diferencias en las pares de bases por sitio; las posiciones ambiguas se eliminan para 

cada par de secuencias. Una vez obtenido el árbol 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 (Martínez y González, 2004; López, 2017). 

Para calcular la matriz de identidades a partir del alineamiento de las secuencias, se emplea el 

Software informático BioEdit v.7.7.1. 

Adicionalmente, para conocer el genotipo de las secuencias de Acanthamoeba obtenidas, se 

realiza un análisis filogenético de dichas secuencias, junto con las secuencias de Acanthamoeba 

de referencia correspondientes a los diferentes genotipos descritos hasta la fecha. Estas 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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secuencias de referencia se obtienen a partir de la base de datos GeneBank, disponible en la 

página web del NCBI. La lista de secuencias de referencia se muestra en la Tabla III.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 análisis filogenético y 

determinación de genotipo de las secuencias obtenidas.  

GENOTIPO ESPECIE DE ACANTHAMOEBA REFERENCIA GENEBANK 

T1 A. castellanii CDC:0981:V006 U07400 

T2 
A. palestinensis Reich ATCC30970 U07411 

A. polyphaga CCAP:1501/3c AF019051 

T3 

A. griffini H37 S81337 

A. griffini S-7 U07412 

A. polyphaga Panola Mt. AF019052 

A. griffini Sawyer ATCC50435 AF019053 

T4 

A. castellanii Castellanii ATCC50374 U07413 

A. castellanii ATCC50370 U07414 

A. castellanii ATCC5049 U07401 

A. castellanii ATCC50493 U07403 

A. castellanii CDC:180:1 U07405 

A. castellanii Neff ATCC50373 U07416 

A. culberstoni AF019057 

A. hatchetti 2AX1 AF019060 

A. lugdunensis ATCC50371 U07407 

A. polyphaga ATCC50372 U07415 

A. polyphaga CDC:0884:V029 U07402 

A. polyphaga HC-2 AF019056 

A. polyphaga Nagington ATCC30873 AF019062 

A. rhysodes ATCC30973 U07417 

A. rhysodes ATCC50368 U07406 

Acanthamoeba sp. Fernandez ATCC50369 U07409 

Acanthamoeba sp. Rawdon ATCC50497 U07410 

Acanthamoeba sp. Rodriguez AF019059 

Acanthamoeba sp. Vazaldua AF019058 

T5 
A. lenticulata ATCC50703 U94730 

A. lenticulata PD2S ATCC30841 U94741 

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 

T11 
A. stevensoni ATCC50388 AF019069 

A. hatchetti BH-2 AF019068 

T12 A. healyi AF019070 
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Tabla III.5. Secuencias de Acanthamoeba de referencia empleadas para el análisis filogenético y 

determinación de genotipo de las secuencias obtenidas. Continuación. 

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 

T16 
Acanthamoeba sp. cvX GQ380408 

Acanthamoeba sp. U/H-C1 AY026245 

T17 Acanthamoeba sp. Ac_E9a GU808301 

T18 A. byersi CDC:V621 KC822461 

T19 
A. micheli T19 KJ413084 

Acanthamoeba sp. T19 KP711387 

T20 Acanthamoeba sp. T20 DQ451161 

T21 A. pyriformis T21 KX840327 

T23 
Acanthamoeba sp. T23 MZ272148 

Acanthamoeba sp. T23 MZ272149 

 

  

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/KC822461/?filetype=html


Tesis Doctoral de C. Menacho 

68 
 

2. EXTRACCIÓN, AISLAMIENTO, CONSERVACIÓN E 

IDENTIFICACIÓN DE BACTERIAS ENDOCITOBIONTES A 

PARTIR DE AMEBAS DE VIDA LIBRE 

2.1. CEPAS DE ESTUDIO  

La extracción de bacterias endocitobiontes se realiza a partir de una selección de cultivos de 

amebas en PPYG capaces de crecer en medio axénico; para ello, se determina periódicamente 

la concentración 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 hemocitómetro (Apartado 

III.1.4.1) y se seleccionan aquellos que alcanzan una concentración de al menos 105 células/mL. 

 

2.2. MEDIOS DE CULTIVO 

Medio Müeller Hinton (MH) 

Se trata de un medio nutritivo que permite el crecimiento de un gran número de 

microorganismos sin requerimientos particulares. Su preparación se realiza siguiendo las 

indicaciones de la casa comercial (Scharlab S.L., Barcelona, España). Al suplementar el medio 

MH con antibióticos, se selecciona el crecimiento de bacterias resistentes al antibiótico y 

concentración en cuestión. Para su preparación, se añade una solución concentrada del 

antibiótico de interés antes de dispensar el medio ya autoclavado y atemperado en las placas 

Petri. Los antibióticos empleados (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y su 

concentración final en MH se indican en la Tabla III.6. Para la preparación de las soluciones 

concentradas de apramicina y gentamicina, se emplea agua destilada estéril; para la preparación 

de las soluciones concentradas de ampicilina y cloranfenicol, se emplea tampón fosfato 0,1 M a 

pH 6 y etanol al 35 %, respectivamente. En el caso de ciprofloxacina, la solución concentrada se 

prepara en medio básico. 

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 más grandes y el crecimiento 

más 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 líquido enriquecido, especialmente empleado para el 

crecimiento de bacterias. Su preparación se realiza siguiendo las indicaciones de la casa 

comercial (Labbox Labware, Barcelona, España).  

Tabla III.6. Antibióticos y concentraciones empleados para el aislamiento de bacterias endocitobiontes 

resistentes a antibióticos. 

ANTIBIÓTICO FAMILIA 
CONCENTRACIÓN 

(µg/mL) 

Ampicilina Betalactámicos 50 
Apramicina Aminoglucósidos 16 

Gentamicina Aminoglucósidos 16 
Cloranfenicol Fenicoles 50 
Ciprofloxacina Fluoroquinolonas 8 

 

2.3. EXTRACCIÓN, AISLAMIENTO Y CONSERVACIÓN 

El aislamiento de bacterias endocitobiontes se realiza en placas de Petri con medio Müeller 

Hinton (MH) con y sin antibiótico. Para ello, en primer lugar, se prepara un concentrado de la 

ameba de interés centrifugando entre 1 y 3 mL del medio líquido de cultivo en eppendorfs 

estériles a 6000xg durante 10 minutos. Posteriormente, se descarta el sobrenadante y se 

resuspende (lava) el precipitado con suero fisiológico 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 

concentración de AVL mediante la técnica de recuento por hemocitómetro (Apartado III.1.4.1). 

Posteriormente, se añaden entre tres y cinco bolitas de zirconio y se agita el eppendorf con un 

vórtex durante 3 minutos. A continuación, se inocula el volumen necesario sobre cada placa de 

MH con y sin antibiótico de forma que se inoculen al menos 105 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 período de incubación, 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 antibiótico y cinco con antibiótico), se inocula en MH y, 

posteriormente, se resiembran las colonias crecidas en placas MH con antibiótico para 

seleccionar las que sí crezcan en estos medios selectivos. 
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Una vez extraídas las cepas bacterianas endocitobiontes, se siembran por agotamiento por 

estrías en agar sangre (Figura III.7) para su aislamiento (Díaz y col., 1995). Estas cepas se 

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

 

Figura III.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. IDENTIFICACIÓN MEDIANTE MALDI-TOF 

Fundamentos de la técnica 

La espectrometría de masas MALDI-TOF, denominada así por sus siglas en ingés “matrix-assisted 

laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry”, es una técnica utilizada en la 

identificación de microorganismos mediante la creación de un espectro basado en el perfil de 

proteínas, el cual, es único para cada especie. El espectro obtenido para un determinado 

microorganismo se compara automáticamente con la base de datos y, el resultado, se emite 

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

Este sistema constituye una herramienta útil para el laboratorio microbiológico, pues permite 

una identificación rápida de bacterias y levaduras a partir de colonias aisladas e, incluso, es capaz 

de diferenciar a nivel de subespecie. 
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Preparación de la muestra 

Partiendo de un cultivo fresco (crecido durante las últimas 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 metálica de 96 

pocillos del equipo, se extiende la muestra y se añade 1 µL de matriz HCCA (ácido α-ciano-4-

hidroxi-cinámico, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania). Se deja secar la muestra hasta que 

cristaliza y forma un depósito sólido de muestra embebida en la matriz (Figura III.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. 

 

Figura III.8. Esquema general para la preparación de las muestras bacterianas a identificar 

mediante MALDI-TOF MS. Figura adaptada de Clark y col. (2013). 

 

Análisis 

Para la identificación de las cepas bacterianas se emplea el equipo MALDI-TOF microflex Bruker 

Daltonics® (Billerica, Massachusetts, Estados Unidos). Este equipo irradia un pequeño punto de 

la muestra (entre 0,05 y 0,2 mm de diámetro) mediante un láser ultravioleta durante un corto 

periodo de tiempo (para evitar el daño o degradación de la muestra). Las moléculas de la matriz, 

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

Una vez ionizadas, las proteínas se analizan por espectrometría de masas, revelando 

información sobre la composición de las muestras mediante un espectro de ratios de masa-carga 

(m/z) característico. Estas ratios son medidas electrodinámicas de cuán rápido se mueven los 

iones cargados (o el tiempo de vuelo, “time of flight” o TOF en inglés) desde la muestra hasta el 

detector.  



Tesis Doctoral de C. Menacho 

72 
 

Mediante el software Bruker Daltonics flexControl versión 3.4 se genera un espectro para cada 

muestra. El software compara con una base de datos de espectros de referencia, permitiendo la 

identificación microbiana. Como la composición proteica difiere para cada especie bacteriana (e 

incluso entre cepas y subespecies), se generan diferentes espectros, permitiendo la 

discriminación entre organismos emparentados cercanos. 

Tras la comparación del espectro de la muestra diana y los espectros de la base de datos, el 

software puntúa de 0 a 3.000 la similitud a los mismos y los ordena de mayor a menor 

puntuación. Clasifica cada identificación como “identificación a nivel de especie altamente 

probable”, “identificación segura a nivel de género y probable a nivel de especie”; “identificación 

probable a nivel de género”, “identificación no confiable”. Tras analizar las identificaciones con 

mayor puntuación, se concluye el género e, idóneamente, la especie de la cepa diana (Figura 

III.9). 

Debido a que el equipo MALDI-TOF MS se ha desarrollado como una técnica para la 

identificación rutinaria en clínica, la base de datos del equipo está incompleta, al poseer 

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

 

Figura III.9. Extracto del resultado obtenido mediante análisis por MALDI-TOF MS de una 

cepa bacteriana identificada como Staphylococcus pasteuri. 
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3. EVALUACIÓN DE LA RESISTENCIA Y LA PRESENCIA DE GENES 

DE RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS DE LAS BACTERIAS 

ENDOCITOBIONTES 

3.1. CEPAS DE ESTUDIO 

La evaluación de la resistencia a antibióticos se realiza sobre una selección de 130 bacterias 

endocitobiontes extraídas y aisladas a partir de las AVL de estudio. Esta colección de cepas 

bacterianas agrupa, por un lado, a aquellas que se aíslan directamente en medio selectivo con 

antibiótico y, por otro, a aquellas que presentan una morfología diferente entre las aisladas en 

medio no selectivo. 

Para el estudio de la resistencia a antibióticos, se emplean las cepas de referencia Escherichia 

coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 29213, 

tal y como indican las metodologías 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 Estándares Clínicos 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 antibióticos de las bacterias endocitobiontes, se 

evalúa la presencia de integrones en aquellas cepas que muestran resistencia al menos a uno de 

los antibióticos evaluados. 

 

3.2. DETERMINACIÓN DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIÓTICOS Y EVALUACIÓN DEL 

PERFIL DE RESISTENCIAS 

3.2.1. Antibiograma disco-placa 

El antibiograma disco-placa o por difusión de disco es un método comúnmente empleado para 

la evaluación de la sensibilidad de las cepas bacterianas a diferentes antibióticos. Esta técnica 

consiste en depositar discos de papel impregnados con el antibiótico en cuestión sobre una placa 

de MH previamente inoculada con el microorganismo de estudio. Al ponerse en contacto, el 

filtro absorbe agua y el antibiótico difunde al agar, formándose un gradiente de concentración 

radial. Transcurridas entre 18 y 24 horas, la cepa bacteriana crece en la placa y, en función de 

su sensibilidad al antibiótico de estudio, lo hace a una mayor o menor distancia del disco de 

antibiótico. De esta manera, se observa un halo de inhibición (Figura III.10) cuyo diámetro se 
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mide (en mm) y se relaciona con la sensibilidad o resistencia de la cepa al antibiótico de estudio 

(Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica, SEIMC, 2000a).  

 

Figura III.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 difusión de disco recomendada por el Instituto de Estándares 

Clínicos y de Laboratorio (CLSI, 2015), utilizando como control las cepas de referencia indicadas 

en el Apartado III.3.1. 

Adicionalmente, y siguiendo las indicaciones proporcionadas por las guías de la SEIMC (2011) y 

el EUCAST (2024), se realizan pruebas de screening con el antibiótico norfloxacino para la 

detección de resistencia a fluoroquinolonas en las cepas de Bacillus spp. y Paenibacillus spp. 

También se realizan pruebas específicas de detección de resistencia a meticilina (midiendo el 

halo de inhibición a cefoxitina) y a los antimicrobianos MLSB (macrólidos, lincosamidas y 

estreptogramina B) para las cepas aisladas de Staphylococcus spp. Esta última resistencia se 

evalúa 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 aparición o no de achatamiento del halo de la 

clindamicina (por influencia de la presencia de eritromicina). 

 

Antibióticos de estudio 

Se evalúa la sensibilidad y resistencia a un panel de antibióticos que incluye al menos un 

componente de las familias más frecuentemente utilizados. Se evalúa además la sensibilidad a 

una serie de antibióticos indicados para determinados géneros bacterianos en los casos 

pertinentes. Los antibióticos analizados y sus concentraciones se indican en la Tabla III.7. 
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Adicionalmente, se estudia el perfil completo de resistencia a aminoglucósidos a una selección 

de cepas con los fenotipos de resistencia a esta familia de mayor interés. Los aminoglucósidos 

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

Tabla III.7. Antibióticos empleados para la evaluación de resistencia de las bacterias endocitobiontes. 

FAMILIA ANTIBIÓTICO ABREVIATURA CARGA (µg) 

Aminoglucósidos 

Apramicina† AP 15* 

Estreptomicina† ST 10 

Gentamicina† GM 10 

Higromicina† H 15* 

Kanamicina† K 30 

Anfenicoles Cloranfenicol† CL 30 

Betalactámicos 
carbapenems 

Imipenem IMI 10 

Meropenem MEM 10 

Betalactámicos 
cefalosporinas 

Cefepima FEP 30 

Cefoxitina FOX 30 

Ceftriaxona† CRO 30 

Ceftazidima CAZ 30 

Betalactámicos 
monobactámicos 

Aztreonam ATM 30 

Betalactámicos 
penicilinas 

Ampicilina† AMP 10 

Oxacilina† OX 1 

Penicilina PEN 10 

Piperacilina PIP 100 

Diaminopirimidinas/ 
Sulfonamidas 

Trimetoprim/Sulfametoxazol† SXT 25 

Lincosamidas Clindamicina CC 2 

Macrólidos 
Azitromicina† AZM 15 

Eritromicina† E 15 

Quinolonas 

Ácido Nalidíxico† NAL 30 

Ciprofloxacino† CIP 5 

Norfloxacina NOR 10 

Rifamicinas Rifampicina† RA 30 

Tetraciclinas 
Minociclina† MNO 30 

Tetraciclina TET 30 

*Discos preparados manualmente. †Antibióticos del panel general. 
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Preparación de discos de antibióticos 

Los discos de antibióticos empleados pueden ser adquiridos por casas comerciales o preparados 

en el laboratorio. En las Tablas III.7 y III.8 se indica con un asterisco (*) aquellos discos que se 

preparan manualmente en el laboratorio. Para ello, se preparan soluciones de los antibióticos 

de interés y se añade el volumen necesario para obtener la cantidad de antibiótico (µg) o carga 

deseada. Este proceso se realiza en condiciones asépticas y, sobre una placa de Petri vacía y 

estéril que actúa como soporte y almacén. Posteriormente, se incuban a 37 °C durante unos 

minutos para secarlos. Una vez preparados, los discos se conservan en refrigeración (a 4 °C) 

hasta su posterior uso.  

Tabla III.8. Antibióticos aminoglucósidos empleados para la evaluación de resistencia de las bacterias 

endocitobiontes. 

ANTIBIÓTICO ABREVIATURA CARGA (µg) 

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 GMB 15* 

Gentamicina C1 GMC1 15* 
Gentamicina C1A GMC1A 15* 
Gentamicina C2 GMC2 15* 

Kanamicina A KA 15* 
Kanamicina B KB 15* 

*Discos preparados manualmente 

 

3.2.2. Concentración mínima inhibitoria y concentración mínima 

bactericida  

Concentración mínima inhibitoria 

Se entiende por concentración mínima inhibitoria (CMI) la concentración mínima que provoca 

la inhibición de crecimiento bacteriano. Para determinar este parámetro para un determinado 

antibiótico y cepa bacteriana, se determina el crecimiento del microorganismo en presencia de 

concentraciones crecientes del antibiótico diluido en medio de cultivo líquido. Para ello, se 

preparan diluciones seriadas a la mitad y se determina qué concentración causa la inhibición del 

crecimiento del microorganismo (SEIMC, 2000a). La mínima concentración de antibiótico a la 

que no se observa crecimiento bacteriano se considera la CMI. 
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Concentración mínima bactericida 

La concentración mínima bactericida (CMB) es la concentración mínima que causa la muerte de 

la bacteria de estudio. Para determinar este parámetro para un determinado antibiótico y cepa, 

se parte de los cultivos en dilución 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 evalúa 

el crecimiento bacteriano o su ausencia tras 24 horas de incubación. Los subcultivos con 

crecimiento, corresponden a concentraciones bacteriostáticas, mientras que se considera la 

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

En el presente estudio se determina la CMI y la CMB de apramicina, higromicina, gentamicina y 

estreptomicina a una selección de cepas de bacterias endocitobiontes que presentan los perfiles 

de resistencia a aminoglucósidos de mayor interés. Los rangos de concentración 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 líquido 

BH y, la CMB, inoculando muestra de las diluciones con crecimiento inhibido sobre medio MH. 

Ambos parámetros se determinan siguiendo las indicaciones de la Sociedad Española de 

Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica (SEIMC, 2000a, b). 

 

3.2.3. Clasificación R/I/S   

Una vez obtenidos los diámetros de los halos de inhibición del antibiograma disco-placa y las 

CMI para las bacterias endocitobiontes estudiadas, se comparan estos valores con las tablas de 

la guía del Comité Europeo de Estudio de la Susceptibilidad a Antimicrobianos (EUCAST, 2024). 

Este comité establece unos puntos de corte clínicos específicos para géneros y especies 

bacterianas que actualiza y revisa cada año. Estos puntos de corte sirven para categorizar los 

microorganismos en tres categorías de susceptibilidad: 

• Susceptible (S) a un régimen estándar de dosis cuando hay probabilidades de éxito 

terapéutico 

• Susceptible, exposición aumentada (I): hay probabilidad de éxito terapéutico si se 

aumenta la dosis 

• 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 guías del EUCAST están especialmente diseñadas para el análisis en casos 
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clínicos, este proceso se complementó con las guías establecidas por el Instituto 

(estadounidense) de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI, 2015, 2020), en las que se facilita 

información para géneros menos frecuentes en casos clínicos. Para aquellos antibióticos no 

presentes en las guías, se toma un diámetro de 15 mm de halo de inhibición 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 guía de la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología 

Clínica (SEIMC, 2000a). 

 

3.2.4. Índice MRA 

El índice de multirresistencia a antibióticos o índice MRA (también conocido como índice 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 presión antibiótica. Este índice se calcula 

dividiendo el número de antibióticos a los que la bacteria es resistente por el total de antibióticos 

evaluados. Valores del índice MRA superiores a 0,2 indican que la bacteria procede de ambientes 

con alta presión antibiótica, mientras que valores inferiores a 0,2 sugieren una procedencia de 

ambientes con baja presión antibiótica (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 

antibióticos general y específico de aminoglucósidos, se estudia la presencia de integrones de 

clase 1, 2 y 3. Para ello se evalúa la presencia y amplificación de los genes intI1, intI2, intI3 que 

codifican para las integrasas 1, 2 y 3, respectivamente. En total, se evalúa 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 III.9 y III.10. El procedimiento para 

llevar a cabo la electroforesis, en este caso al 1 % de agarosa, y la visualización de los productos 

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

La observación de cepas positivas para estas PCR supone la existencia de integrones capaces de 

incorporar casetes genéticos (Ruíz, 2007). Para caracterizar estos casetes, se han de realizar PCR 

que permitan amplificarlos, las cuales dependen de la clase de integrón 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 
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cebadores 5’CS-F y 3’CS-R y, 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 preparación de la mezcla de reacción y desarrollo de la PCR indicados en las 

Tablas III.9 y III.10. Se realiza la electroforesis en gel de agarosa al 1,2 % siguiendo las 

instrucciones del Apartado III.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 envía para 

su secuenciación al Servicio de Secuenciación del IACS de la Universidad de Zaragoza, tal y como 

se indica en el Apartado 1.5.3 del presente capítulo. En el caso de resultar positivas las PCR para 

la presencia de integrones de clase 3, no se realiza ningún estudio posterior al no existir todavía 

información metodológica al respecto. 

Tabla III.9. Concentración final de los reactivos en las mezclas de reacción de las PCR empleadas para la 

detección de integrones y la caracterización de las regiones variables internas. 

COMPUESTO INT 1/2/3 CS / ATTI2-ORFX 

Tampón de reacción 1x 1x 
MgCl2 1,5 mM 1,5 mM 
dNTPs 0,2 mM 0,2 µM 

Cebadora 2 µM 1 µM 
Taq polimerasa 0,06 U/µL 0,03 U/µL 

Volumen ADN:mezcla  11:25 1:25 
aMicrosynth 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 capítulo para obtener una única secuencia 

consenso, si es posible. Se realiza una comparación 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 informática BLAST. Una vez obtenidos los resultados comparativos y, atendiendo 

a la posición de los nucleótidos de la secuencia emparejada con la secuencia diana, se busca en 

el genoma del microorganismo emparejado el contenido del casete para identificar la función 

de la secuencia amplificada del integrón. 
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Tabla III.10. Secuencia de los cebadores, tamaño de los productos (pb) y programas de PCR empleados para la detección de integrones y la caracterización de las regiones 

variables internas de los integrones (Firoozeh y col., 2019). 

IDENTIFICACIÓN CEBADOR 
SECUENCIA DEL CEBADOR 

(5’ – 3’) 
TAMAÑO DEL PRODUCTO 

CICLOS DEL PROGRAMA 

C1 C2 C3 C4 

intI 1 
INTI 1-F 
INTI 1-R 

TCTCGGGTAACATCAAGG 
AGGAGATCCGAAGACCTC 

254 
 

94 °C 
5 min 

35 ciclos  
72 °C 

10 min 
4 °C 94 °C 

1 min 
55 °C 
1 min 

72 °C 
30 s 

intI 2 
INTI 2-F 
INTI 2-R 

CACGGATATGCGACAAAAAGG 
TGTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

788 
 

 
94 °C 
5 min 

45 ciclos 
 

 
72 °C 

10 min 

 
4 °C 

intI 3 
INTI 3-F 
INTI 3-R 

AGTGGGTGGCGAATGAGTG 
TGTTCTTGTATCGGCAGGTG 

600 
94 °C 
1 min 

60 °C 
1 min 

72 °C 
2 min 

5’CS 
3’CS 

5’CS-F 
3’CS-R 

GGCATCCAAGCAGCAAG 
AAGCAGACTTGACCTGA 

>500 
 

94 °C 
5 min 

35 ciclos  
72 °C 

10 min 

 
4 °C 

 
94 °C 
1 min 

58 °C 
1 min 

72 °C 
2 min 

attI2 
orfX 

ATTI2-F ORFX-R 
GACGGCATGCACGATTTGTA 
GATGCCATCGCAAGTACGAG 

>500 

 35 ciclos   

94 °C 
12 min 

94 °C 
1 min 

58 °C 
1 min 

72 °C 
3,5 min 

72 °C 
10 min 

4 °C 
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4. EVALUACIÓN DE LA EFECTIVIDAD DE TRATAMIENTOS DE 

DESINFECCIÓN PARA INACTIVAR ACANTHAMOEBA Y SUS 

BACTERIAS ENDOCITOBIONTES 

4.1. CEPAS DE ESTUDIO 

Se estudian dos cepas de Acanthamoeba spp.: Acanthamoeba P31 (Nº de acceso a GenBank 

KY038362), aislada de agua recreacional de una piscina abierta de Zaragoza (Ortillés y col., 2017) 

y Acanthamoeba C1-211 (Nº acceso a Genbank OQ927217), aislada del río Noguera Ribagorzana 

en el municipio de Lérida, tal y como se describe en el Apartado 1 del presente capítulo. Estas 

AVL se incuban en medio PPYG a 30 °C durante varias semanas hasta obtener elevadas 

concentraciones de cada ameba (en torno a 106 amebas/mL). 

Las cepas seleccionadas son cepas de Acanthamoeba de crecimiento rápido: capaces de 

proliferar abundantemente en agar no nutritivo cubierto con E. coli inactivada tras 7 días de 

incubación a 30 °C (Figura III.11). 

 

Figura III.11. Crecimiento de Acanthamoeba C1-211 en ANN con E. coli tras (A) 3, (B) 5 y (C) 

7 días de incubación a 30 °C. Microscopia óptica (10x). 

 

4.2. AGENTES DE DESINFECCIÓN, CONCENTRACIÓN RESIDUAL Y DOSIS DE 

DESINFECTANTE 

Se evalúan siete tratamientos de desinfección diferentes: cloración (Cl2), peróxido de hidrógeno 

(H2O2), radiación solar en el rango de 320 a 800 nm (RS320-800 nm), radiación solar en el rango de 

280 a 800 nm (RS280-80 nm), combinación de Cl2 y RS320-800 nm (Cl2/RS320-800 nm), combinación de Cl2 y 

RS280-800 (Cl2/RS280-800 nm), combinación de H2O2 y RS280-800 nm (H2O2/RS280-800 nm).  
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4.2.1. Hipoclorito sódico 

En los ensayos de desinfección de cloración (Cl2) y su combinación con radiación solar      

(Cl2/RS320-800 nm y Cl2/RS280-800 nm), se evalúa la efectividad del cloro adicionando diferentes dosis 

de una disolución de hipoclorito sódico de Panreac Química S.L.U. (Barcelona, España), al 10% 

(m/v). Tras el ensayo, se determina el cloro residual utilizando dos metodologías diferentes; para 

concentraciones superiores a 5 mg/L, la microtitulación con tiosulfato de sodio y, para 

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

Microtitulación con tiosulfato sódico 

El cloro se puede cuantificar por volumetría mediante titulación con tiosulfato sódico usando 

almidón como indicador. Esta técnica mide el cloro libre (ion hipoclorito, ácido hipocloroso), el 

cual, al reaccionar con yoduro de potasio a pH ácido libera yodo libre. Este yodo libre (agente 

oxidante) puede reducirse al añadir una solución estándar de tiosulfato de sodio (agente 

reductor). Cuando todo el yodo liberado ha reaccionado, el tiosulfato en exceso (no oxidado) se 

puede determinar utilizando almidón (añadido previamente a la solución), el cual, actúa como 

indicador ya que cambia de color marrón a azul al reaccionar con el exceso del tiosulfato 

(International Organization for Standardization, ISO, 1990). Debido a que en los ensayos de 

desinfección realizados se trabaja con volúmenes en el rango de mili- y microlitros, se adapta la 

metodología descrita por Eaton y col. (2005) a volúmenes en el rango de microlitros.  

 

Método DPD 

La concentración de cloro se determina mediante espectrofotometría tras reaccionar el cloro 

con el colorante N,N-dietil-p-fenilendiamina (DPD). El cloro (ácido 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 solución roja. La intensidad 

del color está directamente relacionada con la concentración de cloro presente en la solución. 

Para el presente estudio, se adapta la metodología descrita por la Asociación de Protección 

Ambiental de Estados Unidos (Environmental Protection Agency, EPA, 1983) a volúmenes en el 

rango de los microlitros y se utiliza el kit comercial “Free chlorine reagent set (A+B)” de Hannah 

Instruments (Eibar, España) que incluye los reactivos necesarios para que la muestra de estudio, 

en presencia de cloro libre, se coloree de un tono rosado. Tras la coloración, se mide la 

absorbancia de la muestra a 515 nm con un espectrofotómetro JenwayTM 6305 UV/visible de 

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

determinada con el Software Excel 2023. 

 

Cálculo de la dosis de exposición a cloro: el valor CT 

La exposición a un desinfectante químico se puede cuantificar mediante el valor CT, definido 

según la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA, 1999) como el producto de 

la concentración residual de desinfectante (Cresidual en mg/L) y el tiempo de contacto (t en s), tal 

y como indica la Ecuación III.2. Se emplea especialmente para cuantificar la exposición al cloro, 

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

Ecuación III.2.    𝐶𝑇 (𝑚𝑔𝑚𝑖𝑛/𝐿)  = 𝐶𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 𝑥 𝑡  

 

4.2.2. Peróxido de hidrógeno 

Los ensayos de desinfección se realizaron adicionando diferentes dosis de una solución 30 % v/v 

de peróxido de hidrógeno de Panreac Química S.L.U. (Barcelona, España), sobre la muestra de 

estudio.  

La concentración de peróxido de hidrógeno residual se determina mediante espectrofotometría. 

Este método se basa en la reacción de H2O2 con metavanadato de amonio en medio ácido, que 

resulta en la formación de un catión de peroxovanadio de color naranja-rojizo, con absorbancia 

máxima a 450 nm. Para el presente estudio, se adapta la metodología descrita por Nogueira y 

col. (2005) y Terán (2016) y se mide la absorbancia a 450 nm de las muestras de interés mediante 

un espectrofotómetro JenwayTM 6305 UV/visible de Fisher Scientific S.L.  La concentración de 

H2O2 presente en las muestras se calcula extrapolando mediante una recta de calibrado 

previamente determinada (Software Excel 2023). 

 

4.2.3. Radiación solar 

Los ensayos de radiación solar se realizan en una cámara solar Atlas Suntest CPS+/XLS+ (Ametek. 

Inc., Illinois, Estados Unidos) provista de una lámpara de xenón. 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 radiación 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 radiación UV-A y visible), tal y como muestra el espectro de emisión de la 

Figura III.12. Estos rangos representan la exposición directa a radiación solar (280-800 nm) y la 

exposición a radiación solar a través de un reactor de vidrio o plástico, como en un reactor SODIS 

(320-800 nm). 

Todos los ensayos se realizan con una intensidad de luz de 500 W/m2, que corresponde al 50 % 

de la intensidad de radiación solar que llega al Ecuador al mediodía (Yuranova y col., 2004). Se 

mantiene la temperatura por debajo de 30 °C durante los experimentos para que sólo esté 

implicada la radiación solar (y no el calentamiento) en los procesos de desinfección. 

 

Figura III.12. Radiometría de la luz solar y lámpara de xenón de la cámara solar. Espectro 

(A.) natural y simulado (B.) sin filtro de vidrio, (C.) con filtro de vidrio. Figura adaptada de 

Valero (2017). 

 

Cálculo de la dosis de exposición a radiación solar: intensidad de radiación 

La exposición a radiación solar o radiación ultravioleta se cuantifica mediante la dosis de 

radiación. Si la intensidad de radiación aplicada es constante a lo largo del tiempo, la dosis de 

radiación (D) puede calcularse como el producto de la intensidad (I) y el tiempo de exposición (t 

en s), tal y como indica la Ecuación III.3 (EPA, 1999; Hijnen y col., 2006). Dependiendo de la 

fuente de radiación suelen emplearse diferentes unidades para la intensidad de la radiación: 

mJ/scm2 en el caso de lámparas de radiación UV y W/m2 en el caso de radiación solar. 

Ecuación III.3.     𝐷 (𝑊𝑠/𝑚2) = 𝐼 𝑥 𝑡  
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4.3. PROCEDIMIENTO 

4.3.1. Preparación, condiciones, desarrollo y toma de muestras 

Todos los ensayos de desinfección se realizan en vasos de precipitados pírex de 50 mL, 

esterilizados, en constante agitación magnética, de forma que se consideran reactores en 

discontinuo (o “batch”) de mezcla perfecta. Los ensayos de cloración y de peroxidación 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 

concentración inicial de amebas, pero sin agente desinfectante. Los ensayos se realizan, al 

menos, por duplicado.  

El inóculo inicial de amebas se obtiene a partir del cultivo líquido 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 fisiológico estéril. Este proceso se repite tres veces. Una vez obtenido el 

concentrado de AVL, se determina su concentración mediante hemocitómetro (Apartado 

III.1.4.1) y se calcula el volumen del inóculo en función de la concentración inicial deseada y el 

volumen de los ensayos de desinfección. 

Al inicio y al final de los tratamientos se toman alícuotas de las muestras. Adicionalmente, en los 

tratamientos con radiación solar, también se toman a lo largo de los mismos. A partir de ellas se 

determina la concentración residual del desinfectante (Cl2 o H2O2) por un lado, y por otro, se 

evalúa la supervivencia de las AVL y las BE. Para evitar su interferencia en los ensayos de 

inactivación, se neutraliza el efecto del desinfectante de las muestras una vez se ha evaluado la 

concentración residual del desinfectante. Para ello, se añade tiosulfato sódico (Sigma-Aldrich, 

Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) a las alícuotas 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, España). 

 

4.3.2. Evaluación de la inactivación de Acanthamoeba 

La inactivación de las AVL en este estudio se define mediante el cálculo de la reducción 

logarítmica (Ecuación III.4), donde N0 y N son los números más probables de amebas viables al 

inicio y tras un tiempo t de tratamiento, respectivamente. 

Ecuación III.4.    𝐼𝑛𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑏𝑖𝑎𝑛𝑎 = 𝐿𝑜𝑔 (
𝑁0

𝑁
)  
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4.3.3. Evaluación de la inactivación de las bacterias endocitobiontes 

La inactivación de las bacterias endocitobiontes (BE) se determina mediante análisis 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 radiación solar), se inoculan cinco alícuotas de 100 µL de la 

muestra problema sobre una placa de medio Müeller Hinton y, tras 2 días de incubación a 37 °C, 

se observa la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano, tal y como se muestra en la      

Figura III.13. La inactivación de las BE se expresa mediante tres categorías cualitativas: 

• No hay inactivación: 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 

• Inactivación parcial: se causa la muerte de parte de la población de las BE, se observa 

menor crecimiento de las BE de la muestra problema comparando con el control 

• Inactivación total de las bacterias: se causa la muerte de la totalidad de las BE, no se 

observa ningún crecimiento de las BE 

 

Figura III.13. Inactivación parcial de las BE: inoculaciones con crecimiento de BE (puntos 2, 

4 y 5) y sin crecimiento de BE (puntos 1 y 3) en medio Müeller Hinton tras 24 h de incubación 

a 37 °C. 

 

4.3.4. Evaluación de la efectividad del tratamiento de desinfección 

Para evaluar la relación dosis-respuesta de un desinfectante frente a un determinado 

organismo, existen diferentes indicadores que permiten determinar la toxicidad del mismo y, en 

este caso, la efectividad del tratamiento desinfectante. En el presente estudio, a partir de la 

regresión de la sección lineal de las gráficas de inactivación de Acanthamoeba, se estiman las 

concentraciones de Cl2 y H2O2, el CT y la dosis de RS necesarios para alcanzar una reducción de 

2 ([Cl2]99%, CT99%, [H2O2]99%, D99%) y 3 ([Cl2]99,9% y CT99,9%, [H2O2]99,9%, D99,9%) unidades logarítmicas. 
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Las gráficas de inactivación de Acanthamoeba y las ecuaciones de regresión se obtienen 

mediante el Software Microsoft Excel 365. A partir de los resultados obtenidos para las bacterias 

endocitobiontes, se estiman la concentración de Cl2 ([Cl2]PB), H2O2 ([H2O2]PB), el CT (CTPB) y la 

dosis de RS (DPB) necesarios para la inactivación 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 RÍO 

Con el objeto de aislar e identificar las poblaciones de amebas de vida libres (AVL) presentes en 

las aguas de ríos de la Cuenca del Ebro en puntos con presión ganadera, se lleva a cabo la 

filtración de 14 muestras de agua superficial provenientes de las 7 estaciones de muestreo 

(EM.1-EM.7) indicadas en la Figura III.1. Posteriormente, se realiza un análisis filogenético de las 

AVL que pudieron ser secuenciadas. A lo largo del presente capítulo, 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 campaña (tomada en primavera del año 2018) o como EM.1.2, EM.2.2, 

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

1.1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE AMEBAS DE VIDA LIBRE 

Tras el filtrado de las muestras y el proceso de aislamiento, cultivo y axenización, realizado según 

la metodología descrita en el Apartado III.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 

identificación de las AVL mediante técnicas de biología molecular. En total, se consiguen 

amplificar genéticamente 90 aislamientos (65 %) mediante al menos uno de los pares de 

cebadores empleados para la identificación 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 número de muestras secuenciadas 

respecto al total de aislamientos positivos para cultivo de AVL (García y col., 2013), con tasas de 

identificación de AVL que varían enormemente, desde el 58 % (Moreno-Mesonero y col., 2017) 

hasta el 99 % (Magnet y col., 2013), las cuales están relacionadas con la metodología aplicada. 

En este sentido, cabe destacar que, aunque la PCR es una técnica más sensible y específica para 

la identificación de AVL que la identificación morfológica por observación al microscopio, se ha 

observado que las muestras ambientales pueden contener compuestos inhibidores de PCR que 

dificulten el proceso de identificación (Gomes y col., 2020). Esto explica parte de los 

impedimentos detectados en los procesos identificación de las amebas (como controles 

positivos negativos y viceversa en los procesos de PCR), especialmente empleando los cebadores 

FLA. Cabe destacar también la desnaturalización de muestras de ADN durante los procesos de 

extracción y purificación, y los problemas en la secuenciación, no pudiendo obtener 

electroferogramas u obteniendo secuencias demasiado cortas para su identificación, como 

dificultades encontradas en la consecución con éxito de los procesos de identificación y 

secuenciación de los aislamientos. 
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Tabla IV.1. Número de aislamientos de AVL obtenidos a partir de las aguas superficiales analizadas en las 

diferentes estaciones de muestreo (EM) y resultados de la identificación mediante técnicas de biología 

molecular. 

ESTACIÓN Nº AISLAMIENTOS    ACANTHAMOEBA SP. NAEGLERIA SP. 
C

A
M

P
A

Ñ
A

 1
 

EM.1 8  6 0 

EM.2 10  6 0 

EM.3 8  3 0 

EM.4 6  2 0 

EM.5 9  3 2 

EM.6 11  10 0 

EM.7 8  0 1 

C
A

M
P

A
Ñ

A
 2

 

EM.1 8  6 0 

EM.2 20  10 2 

EM.3 17  4 0 

EM.4 7  0 0 

EM.5 11  4 0 

EM.6 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 observación microscópica, 

debido a la variabilidad en tamaño y morfología de las amebas de un mismo género (Ettinger y 

col., 2003; Tsvetkova y col., 2004), que incluso varían dependiendo de las condiciones del cultivo 

(Rayamajhee y col., 2022). Estas dificultades se han visto reflejadas en electroferogramas 

correspondientes a una única 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 secuenciación, han resultado ser idénticas. 

En este sentido, Magnet y col. (2013) subrayan la importancia de combinar técnicas de cultivo y 

de biología molecular para obtener resultados más fiables de identificación. Aun así, se requiere 

la estandarización de técnicas de muestreo y procesamiento para la detección e identificación 

de AVL de muestras ambientales que además permita la identificación 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 (Goñi y col., 2014). 
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Géneros de amebas de vida libre identificados: Acanthamoeba y Naegleria  

Mediante los cebadores específicos y la metodología de identificación de amebas (Apartado 

III.1.5), se determina que 55 de los aislamientos pertenecen al género Acanthamoeba sp. y 7 a 

Naegleria sp. (Tabla IV.1). Los géneros Acanthamoeba y Naegleria ya han sido detectados en 

aguas de río, tal y como indican trabajos anteriores realizados en aguas superficiales de Aragón 

(García y col., 2013), otras zonas de España (Corsaro y col., 2010), Francia (Thomas y col., 2008), 

Bulgaria (Tsvetkova y col., 2004), Irán (Niyyati y col., 2012) y Estados Unidos (Ettinger y col., 

2003). Además, también se ha detectado Acanthamoeba como el género más abundante en el 

estudio realizado en aguas superficiales de Aragón (García y col., 2013), así como en estudios 

realizados en estaciones depuradoras de aguas residuales de Navarra (Mosteo y col., 2013) y 

fuentes públicas de Galicia (Paniagua-Crespo y col., 1990). Sin embargo, otros análisis llevados 

a cabo en España muestran tasas variadas para estos géneros (Corsaro y col., 2010; Penas-Ares 

y col., 1994).  

Acanthamoeba spp. es la ameba de vida libre más abundante en el medio ambiente (Gomes y 

col., 2016a) y así 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 ríos, estaciones depuradoras y 

potabilizadoras, agua potable, fuentes públicas, piscinas, spas, redes de distribución 

hospitalarias, torres de refrigeración, drenajes de industrias farmacéuticas, entre otros (Berk y 

col., 2006; Corsaro y col., 2010; Fernández, 2014; García 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 patógeno, que ha adquirido una mayor relevancia durante 

estas últimas décadas debido al aumento de la incidencia de queratitis amebiana, una infección 

de la córnea, dolorosa y potencialmente cegadora, causada especialmente por este género de 

AVL. Acanthamoeba también puede ocasionar lesiones cutáneas, neumonía que puede 

conllevar a una acantamebiasis diseminada o encefalitis amebiana granulomatosa, una infección 

del sistema nervioso central mortal (Visvesvara y col., 2007; Rayamajhee y col., 2022). 

Actividades acuáticas como bañarse, 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 microbiológica de poblaciones, especialmente en zonas 

dedicadas al baño recreativo. 
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Tradicionalmente, se han descrito diferentes especies de Acanthamoeba basándose en criterios 

morfológicos y, posteriormente, bioquímicos, inmunológicos y fisiológicos. El avance en 

metodologías de análisis molecular ha permitido desarrollar una clasificación en función de los 

genotipos de este género; concretamente, el análisis de la secuencia genética del ARN 

ribosómico (ARNr) 18 S es la técnica más ampliamente usada para la caracterización 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 IV.1.2 se explica el análisis 

filogenético de las especies de Acanthamoeba aisladas. 

Naegleria spp. está ampliamente distribuida en aguas ambientales (Thomas y col., 2008), 

aunque su distribución varía según los estudios; por ejemplo, Corsaro y col. (2010) reportaron 

Neagleria como la ameba más abundante (44 % de los aislamientos) en tres estaciones 

potabilizadoras de agua de España 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 Aragón, que es del 13 % (García y col., 2013). Ha de considerarse que las 

amebas posiblemente se concentren y aumenten su número desde que se toman las muestras 

hasta que se llevan a cabo los procesos de cultivo y posterior detección debido al contenido en 

materia orgánica (Marín y col., 2014) y que la relación de abundancia entre Naegleria - 

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

El género Naegleria está compuesto por 47 especies descritas hasta la fecha, las cuales se 

pueden identificar mediante la secuenciación de la región ITS del genoma (Javanmard y col., 

2017). La única especie considerada patógena 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 niños sanos. Se caracteriza por crecer en aguas a altas temperaturas; 

de hecho, en Europa se ha detectado frecuentemente en aguas de refrigeración industriales, 

mientras que en otros continentes se han aislado mayoritariamente de aguas calientes naturales 

(De Jonckheere, 2014). Para su detección rápida, Pélandakis y Pernin (2002) desarrollaron el 

cebador FW, que permite amplificar genéticamente N. fowleri y otras especies termofílicas. 

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 secuenciación 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.7.1 y 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 

http://www.apache.org/licenses/LICENSE-2.0
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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 contaminación térmica por industrias (Milanez y col., 2019). Hasta la fecha, se 

considera un patógeno potencial, ya que ha demostrado ser patógena en animales de 

experimentación, pero no en humanos (De Jonckheere, 2014). Esta especie se ha detectado en 

diferentes ambientes acuáticos, como ríos o spas y en agua empleada para potabilizar, regar 

cultivos, pescar y generar de energía (Edagawa y col., 2009; Javanmard y col., 2017; Lee y Park, 

2023; Milanez y 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 más cercana a N. fowleri, pero no es 

patógena. 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 más asociados con enfermedades 

humanas (García y col., 2011). Aunque se han encontrado otros géneros de amebas en ríos que 

también son potencialmente patógenas, ha de tenerse en cuenta que el cultivo es una técnica 

limitante que subestima la diversidad y densidad de las AVL (Goñi y col., 2014) y que subcultivar 

favorece la pérdida de cepas aisladas (Rodríguez-Zaragoza, 1994). En este sentido, hay algunas 

especies de especial interés clínico, 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 (García y col., 

2011).  
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1.2. ANÁLISIS FILOGENÉTICO 

Con el objeto de vigilar y caracterizar las AVL presentes en las aguas de ríos de la Cuenca del 

Ebro con presión ganadera y estudiar las relaciones entre las amebas aisladas en dichos ríos, se 

realiza un análisis filogenético de las AVL. Este análisis se basa en las relaciones existentes entre 

los fragmentos de ADN que pudieron ser secuenciados y, comprende, por un lado, la 

comparación entre las secuencias de Acanthamoeba obtenidas entre sí, para determinar las 

relaciones entre las cepas y, por otro, la comparación de estas con secuencias de referencia para 

conocer el genotipo de las cepas identificadas. Este procedimiento se lleva a cabo mediante la 

metodología descrita en el Apartado II.1.5.4. 

En total, los resultados del Apartado IV.1.1. permiten obtener un total de 28 secuencias de 

nucleótidos 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 común a todas las secuencias, de 328 pares de bases, y 

utilizando el método Neighbor-Joining (NJ), se obtiene el árbol filogenético considerado más 

óptimo, 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 informático) 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 varía entre 0,978 y 1, señalando 

que estas poblaciones de AVL tienen una relación evolutiva cercana. 

Según el árbol filogenético, se observan dos grandes grupos filogenéticos de las Acanthamoeba 

estudiadas. Uno de ellos está compuesto por 22 secuencias, provenientes de las amebas aisladas 

de las 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 (C2-221a, 

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 está 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 árbol 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 árbol. 
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Figura IV.1. Filogenia de las secuencias de Acanthamoeba identificadas mediante Neighbor-

Joining (1000 broosts). Análisis realizado mediante el Software MEGA v.11. 

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

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

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

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

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

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

registro en la base de datos GeneBank clasificados según las estaciones y campañas de muestreo 

del estudio. 
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Figura IV.2. Árbol filogenético para la determinación del genotipo de las secuencias de 

Acanthamoeba identificadas al compararlas con secuencias de referencia mediante NJ 

(1000 réplicas). Análisis realizado mediante el Software MEGA v.11. 
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Tabla IV.2. Resultados de la identificación y genotipado de los aislamientos de AVL mediante técnicas de 

biología molecular y código del registro de las secuencias en la Base de Datos GeneBank. 

ESTACIÓN AISLAMIENTO IDENTIFICACIÓN REFERENCIA GENEBANK 

EM.1.1 

1111 Acanthamoeba sp. T4 PQ031345 

1113 Acanthamoeba sp. T4 PQ031346 

112 Acanthamoeba sp. T4 PQ031347 

12 Acanthamoeba sp. T4 PQ031348 

141 Acanthamoeba sp. T4 PQ031349 

142 Acanthamoeba sp. T4 PQ031350 

EM.2.1 

211 Acanthamoeba sp. T4 OQ927217 

2132 Acanthamoeba sp. T4 PQ031351 

221 Acanthamoeba sp. T4 PQ031352 

2221 Acanthamoeba sp. T4 PQ031353 

2222 Acanthamoeba sp. ns 

223 Acanthamoeba sp. PQ031354 

231 Acanthamoeba sp. T4 PQ031355 

 3112 Acanthamoeba sp. ns 

EM.3.1 3121 Acanthamoeba sp. ns 

 313 Acanthamoeba sp. ns 

EM.4.1 
431 Acanthamoeba sp. ns 

443 Acanthamoeba sp. ns 

EM.5.1 

521 Acanthamoeba sp. T4 PQ031356 

522 Acanthamoeba sp. T4 PQ031357 

541 Acanthamoeba sp. ns 

5512 Naegleria sp. ns 

5521 Naegleria sp. ns 

EM.6.1 

611 Acanthamoeba sp. ns 

614 Acanthamoeba sp. T4 PQ031358 

62112 Acanthamoeba sp. T4 PQ031359 

6212 Acanthamoeba sp. ns 

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 

EM.1.2 

11 Acanthamoeba sp. c 

12 Acanthamoeba sp. ns 

14 Acanthamoeba sp. ns 

151 Acanthamoeba sp. ns 

152 Acanthamoeba sp. ns 

16 Acanthamoeba sp. ns 
c: secuencia demasiado corta; EM: estación de muestreo; ns: aislamiento no secuenciado. 
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Tabla IV.2. Resultados de la identificación y genotipado de los aislamientos de AVL mediante técnicas de 

biología molecular y código del registro de las secuencias en la Base de Datos GeneBank. Continuación. 

ESTACIÓN AISLAMIENTO IDENTIFICACIÓN REFERENCIA GENEBANK 

EM.2.2 

221 
Acanthamoeba sp. T4 PQ031363 

Acanthamoeba sp. T4 PQ031364 

222 Acanthamoeba sp. c 

223 Acanthamoeba sp. T4 PQ031365 

2311 Acanthamoeba sp. T4 PQ031366 

23122 Naegleria sp. ns 

23123 Naegleria sp. ns 

23124 Acanthamoeba sp. ns 

2314 Acanthamoeba sp. ns 

23161 Acanthamoeba sp. T4 PQ031367 

23162 Acanthamoeba sp. ns 

232 Acanthamoeba sp. ns 

252 Acanthamoeba sp. T4 PQ031368 

EM.3.2 

31 Acanthamoeba sp. ns 

32 Acanthamoeba sp. ns 

331 Acanthamoeba sp. T4 PQ031369 

332 Acanthamoeba sp. ns 

EM.5.2 

51 Acanthamoeba sp. ns 

521 Acanthamoeba sp. ns 

522 Acanthamoeba sp. ns 

53 Acanthamoeba sp. ns 

EM.6.2 6212 Acanthamoeba sp. ns 

EM.7.2 
722 N. lovaniensis PQ031371 

789 N. australiensis PQ031372 

c: secuencia demasiado corta; EM: estación de muestreo; ns: aislamiento no secuenciado. 
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2. EXTRACCIÓN, AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN 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 ríos de la Cuenca del Ebro con presión ganadera, se lleva 

a cabo la extracción de BE de una selección de cultivos de AVL capaces de crecer en medio 

axénico. Posteriormente, se seleccionan las BE de mayor interés en función de la sensibilidad a 

antibióticos detectada (resultados discutidos en el Capítulo IV) y se identifican mediante 

caracterización proteómica. 

2.1. EXTRACCIÓN Y AISLAMIENTO 

La extracción y aislamiento de las bacterias endocitobiontes (BE) situadas en el interior de las 

amebas de vida libre (AVL) se realiza para una selección de 64 AVL de aguas superficiales que 

presentan la concentración de AVL necesaria, aplicando la metodología descrita en el Apartado 

III.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 aíslan 379 cepas de BE, tal y como 

muestra la Tabla IV.3. Algunas de las BE extraídas crecieron en medio selectivo con apramicina, 

gentamicina o ampicilina, demostrando su resistencia a la presencia de estos antibióticos; estos 

resultados se evalúan en profundidad en el Capítulo IV. En la Figura IV.3 se muestra un ejemplo 

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

 

 

Figura IV.3. Bacterias endocitobiontes crecidas en MH tras 24 horas de incubación, 

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 García y col. (2013) en reservas de agua y algunas plantas de tratamiento de Aragón, 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 detección. 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 España, respectivamente: Thomas y col. 

sólo 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 IV.3. Número de amebas de vida libre (AVL) sometidas al proceso de lisis y positivas para el 

crecimiento de bacterias endocitobiontes (BE). Número de BE extraídas y medios de cultivo que 

permitieron su selección. 

ESTACIÓN 
Nº AVL 

LISADAS 
Nº AVL BE+ 

Nº BE 
AISLADAS 

 MEDIO DE AISLAMIENTO 

 MH APR GM AMP 

EM.1.1 8 6 77  70* 1 1 5 

EM.2.1 6 4 34  23* 6 3† 2† 

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 extraídas; † se aislan levaduras; AMP: ampicilina; 

APR: apramicina; EM: estación de muestreo; GM: gentamicina; MH: Müeller Hinton sin antibióticos. 
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2.2. IDENTIFICACIÓN  

La identificación de las cepas de BE se lleva a cabo mediante técnicas de identificación 

proteómica (como se indica en el Apartado III.2.4). En total, se seleccionan las 83 cepas de mayor 

interés según su sensibilidad a antibióticos (información mostrada en el Capítulo IV), todas 

pertenecientes a la primera campaña 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 

identificación 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 mayoría 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 extraído 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, metabólicamente 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 única 

especie patógena y COPS conocida en el momento de su clasificación (Fernández-Fernández 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 patógenos nosocomiales, especialmente relacionados con implantes, siendo S. 

epidermidis la especie de CONS más común en infecciones (Becker y col., 2014; Fernández-

Fernández y col., 2023), aunque S. warneri y S. pasteuri también se han encontrado involucrados 

en infecciones a personas inmunodeprimidas, bacteremias, endocarditis y colitis (Lozano-León 

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

 

Bacillus 

En el presente trabajo se han extraído 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 está conformado por bacterias alargadas, gram positivas, 

aeróbicas y anaeróbicas 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, antibióticos, fitohormonas, enzimas líticas y proteasas, 

entre otros. Precisamente por sus potenciales aplicaciones biotecnológicas, el género Bacillus 

está bien explorado y documentado; varias de las especies aisladas en el presente trabajo, se 

han empleado en biodegradación y biorremediación (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-González y 

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

Hasta la fecha, sólo B. cereus, B. licheniformis y B. pumilus se consideran patógenas, pero el 

número de casos parece ir en aumento. La primera de ellas se relaciona con brotes alimenticios 

de gastroenteritis, aunque también se ha asociado con infecciones nosocomiales4 y casos de 

bacteremia5 (Furuta y col., 2022; Tuipulotu y col., 2021). Bacillus licheniformis se considera un 

patógeno potencial en personas inmunodeprimidas, habiéndose reportado casos de bacteremia 

nosocomiales asociados a catéteres (Blue y col., 1995) y, recientemente, con su previa 

administración oral como probiótico (Zou y col., 2024). Por su parte, B. pumilus se ha relacionado 

con casos de septicemia6, infecciones cutáneas y gastrointestinales (Kimouli y col., 2012). 

 
4 Infección nosocomial: infección adquirida durante la estancia en un hospital. 
5 Bacteremia: presencia de bacterias en el torrente sanguíneo. 
6 Septicemia (o sepsis): respuesta inflamatoria sistémica grave, que puede llevar al fallo de órganos. 
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Paenibacillus 

En el presente trabajo, se han extraído 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, está conformado por bacilos gram positivos, aerobios y anaerobios 

facultativos, formadores de esporas (Sharma y col., 2015). Se han aislado de una gran variedad 

de ambientes, como suelo, agua dulce y salada, aguas residuales, sistemas de distribución, 

sedimentos, plantas o alimentos (Oyewale y col., 2024; Sanz-Nieto y col., 2017). Similar al género 

Bacillus, este género bacteriano se ha empleado en agricultura por su capacidad de promover 

el crecimiento vegetal, en biorremediación por su capacidad de degradar sustancias tóxicas y en 

la industria biotecnológica 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 biotecnológico (Mathews y col., 2016; Yadav 

y col., 2021). Estas especies se han aislado en muestras clínicas (Sanz-Nieto y col., 2017) y, 

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 extraído 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 secuenciación del Hospital Clinic de Barcelona y, 

mediante identificación genética del gen ARN ribosómico (ARNr) 16 S, persistió 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 homología de la secuencia genética del gen ARNr 16 S 

(Gneiding y col., 2008). 

El género Microbacterium comprende bacterias corineformes gram positivas con pigmentación 

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, además, precisamente las cepas identificadas en el presente estudio (M. paraoxydans, M. 

arborescens y M. imperiale) se han detectado también en muestras clínicas (Funke y col., 1995). 

Sin embargo, M. paraoxydans es la única de las especies aisladas de relevancia clínica hasta la 
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fecha. Las infecciones ocasionadas por esta bacteria son poco frecuentes, aunque el número de 

aislamientos nosocomiales está aumentando (Laffineur y col., 2003). Normalmente los casos 

están asociados con pacientes inmunodeprimidos o catéteres permanentes (Chorost y col., 

2018). 

 

Micrococcus 

En el presente trabajo, se han extraído 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 común en 

la piel de mamíferos 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 neumonía, 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” (El-Rhman y col., 2009; Lanniello y col., 2019; Pekala 

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

 

Kocuria 

En el presente trabajo, se han extraído 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 aeróbicas, cocoides, gram positivas. Este género de bacterias, 

ubicuas en el ambiente, forman parte de la flora cutánea y oral humana. Tradicionalmente se 

consideraban bacterias inocuas y comensales o contaminantes de aislamientos clínicos, pero en 

los últimos años 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 patógenos oportunistas y, entre ellas, K. rhizophila se 

ha reportado como causante de bacteremias y endocarditis (Pierron y col., 2021; Zhang y col., 

2023b). Esta bacteria aislada por primera a partir de rizoplano7 (Kovacs y col., 1999), está 

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 raíces. 
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Pantoea 

En el presente trabajo, se ha extraído 1 cepa de Pantoea spp., que se ha identificado como P. 

agglomerans. El género Pantoea, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, está compuesto 

por un grupo diverso de bacterias gram negativas bacilares. En la naturaleza, suele encontrarse 

en asociación con plantas, tanto como patógenas como bacterias beneficiosas. También se han 

aislado de suelo, ambientes acuáticos (como en acuíferos, ríos, aguas termales o agua potable) 

y en asociación con animales y humanos. Pantoea agglomerans es capaz de sintetizar y secretar 

una gran variedad de compuestos, como compuestos orgánicos volátiles, antibióticos 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 

biorremediación (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 más casos clínicos significativos. Esta 

bacteria representa una importante causa de infecciones nosocomiales en individuos 

inmunodeprimidos, pudiendo causar serias infecciones oportunistas, tanto locales como 

sistémicas, como neumonía neonatal, peritonitis, bacteriemia, neumonía, sepsis, abscesos 

hepáticos o infecciones del tracto urinario (Saticioglu y col., 2018; Walterson y Stavrinides, 

2015).  

 

Pseudomonas 

En el presente trabajo, se ha extraído 1 cepa de Pseudomonas spp., que se ha identificado como 

P. koreensis. El género Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos más diversos y 

ecológicamente significativos. Estas bacterias se caracterizan por ser gram negativas, con forma 

de bastón, no formadoras de esporas y mótiles gracias a uno o más flagelos. Tienen carácter 

protótrofo8 y versatilidad metabólica, plasticidad del genoma y capacidad de afrontar diferentes 

formas de estrés (físico, químico y antibacteriano), lo cual les permiten adaptarse y estar 

presentes en la mayoría de ambientes naturales terrestres y acuáticos. Pseudomonas koreensis 

se aisló por primera vez a partir de suelo agrícola en Corea, donde se ha observado que cumple 

funciones relacionadas con la descomposición de materia orgánica y la promoción de 

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

 
8 Protótrofo: que puede crecer en medios de cultivo mínimos. 
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detectado en rizosferas, productos lácteos (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 estación 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 patógeno oportunista; se ha aislado de un paciente con enfermedad 

pulmonar (Fluit y col., 2020) y de una infección mixta de queratitis junto con el hongo Aspergillus 

fumigatus (Khoo y col., 2020). 

 

Pseudoxanthomonas  

En el presente trabajo, se ha extraído 1 cepa de Pseudoxanthomonas spp., que se ha identificado 

como P. indica. El género Pseudoxanthomonas está formado por un grupo de bacterias gram 

negativas, aerobias, no formadoras de esporas, aisladas a partir de hábitats ambientales como 

aguas termales, compost y especialmente suelo agrícola. Varias especies se han aislado de zonas 

contaminadas por metales pesados, petróleo o hidrocarburos, demostrando la capacidad de 

vivir en condiciones ambientales extremas y sus potenciales usos biotecnológicos (Bansal y col., 

2022; Kumari y col., 2011; Selvaraj y col., 2022). De hecho, P. indica se aisló 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 secuenciación masiva han demostrado que este género es abundante en el biofilm de 

grifos (Liu y col., 2012) y en ambientes contaminados con antibióticos (Abdellah y col., 2023; 

Song y col., 2023; Zhao y col., 2022). Hasta la fecha P. indica no se ha asociado con ninguna 

infección en humanos, pero sí se ha asociado a P. kaohsiungensis de forma ocasional, especie 

de este género aislada por primera vez en una zona contaminada con petróleo que se ha 

relacionado con un caso de pericarditis en una persona inmunodeprimida (Kuo y Lee, 2018).
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Tabla IV.4. Número de especies bacterianas obtenidas a partir del lisado de las amebas de vida libre (AVL) clasificadas según su taxonomía, patogenicidad y caracterización 

hasta la fecha como bacterias endocitobiontes (BE).  

BACTERIA  
Nº BE (AVL DE 
PROCEDENCIA) 

Nº EM DE 
PROCEDENCIA 

PATÓGENA 
RECONOCIDA 

COMO BE 
REFERENCIAS 

Firmicutes 56 (16) 7    

    Bacillus spp. 20 (7) 3    

        B. altitudinis 1 (1) 1 No No  

        B. cereus 1 (1) 1 Sí Sí 
Evstigneeva y col. (2009); Pagnier y col. (2008); 

Thomas y col. (2008) 

        B. clausii 9 (1) 1 No No  

        B. licheniformis 6 (3) 2 Sí Sí Thomas y col. (2008) 

        B. niabensis 1 (1) 1 No No  

        B. pumilus 2 (2) 1 Sí Sí Thomas y col. (2008) 

    Paenibacillus spp. 2 (2) 2  Sí ** Conco-Biyela y col. (2024) 

        P. glucanolyticus 1 (1) 1 Sí No  

        P. lautus 1 (1) 1 Sí No  

    Staphylococcus spp. 34 (11) 7    

        S. epidermidis 7 (5) 4 Sí Sí Cardas y col. (2012) 

        S. equorum 3 (2) 2 No No  

        S. pasteuri 11 (6) 6 Sí Sí Evstigneeva y col. (2009) 

        S. warneri 13 (3) 3 Sí No  

Actinomycetota 18 (10) 5    

    Microbacterium spp. 12 (6) 4  Otras especies 
Evstigneeva y col. (2009); Pagnier y col. (2008); 

Thomas y col. (2008) 

        M. arborescens* 6 (2) 2 No No - 

        M. paraoxydans 6 (4) 2 Sí Sí Delumeau y col. (2023); Van der Loo y col. (2021) 
EM: estación 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 secuenciación masiva y detectaron la presencia de ADN de Pseudoxanthomonas spp. y Paenibacillus spp., respectivamente, pero ningún estudio hasta la 

fecha ha aislado estas bacterias a partir de AVL. 
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Tabla IV.4. Número de especies bacterianas obtenidas a partir del lisado de las amebas de vida libre (AVL) clasificadas según su taxonomía, patogenicidad y caracterización 

hasta la fecha como bacterias endocitobiontes (BE). Continuación. 

BACTERIA  
Nº BE (AVL DE 
PROCEDENCIA) 

Nº EM DE 
PROCEDENCIA 

PATÓGENA 
RECONOCIDA 

COMO BE 
REFERENCIAS 

    Micrococcus spp. 4 (3) 3    

       M. luteus 4 (3) 3 Sí No  

    Kocuria spp. 2 (2) 2  Otras especies Thomas y col. (2008) 

       K. rhizophila 2 (2) 2 Sí No  

Proteobacterias 3 (2) 1    

    Enterobacteriales 1 (1) 1    

        Pantoea agglomerans 1 (1) 1 Sí Sí Pagnier y col. (2008) 

    Pseudomoniales 1 (1) 1    

        Pseudomonas koreensis 1 (1) 1 Sí Sí Van der Loo y col. (2021) 

    Pseudoxanthomonas 1 (1) 1 Otras especies Sí ** Delafont y col. (2013, 2016) 

        Pseudoxanthomonas indica 1 (1) 1 No No  

EM: estación 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 secuenciación masiva y detectaron la presencia de ADN de Pseudoxanthomonas spp. y Paenibacillus spp., respectivamente, pero ningún estudio hasta la 

fecha ha aislado estas bacterias a partir de AVL. 
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2.3. ESTUDIOS PREVIOS Y DEFINICIÓN 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 extraídas y aisladas (pertenecientes todas a la primera campaña, como se 

indica en el Apartado 2.2 del presente capítulo). Cada BE tiene un código que indica la AVL de la 

que procede. El primer dígito de este código, a su vez, señala la estación de muestreo de origen. 

Por ejemplo, la cepa Microbacterium paraoxydans 1111.34 se ha extraído de la AVL 1111, aislada 

de la EM.1 (río 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 IV.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 río, fuentes, 

lagos y pozos domésticos de Francia. Thomas y col. (2008), a partir de 4 amebas de una estación 

depuradora de aguas residuales (EDAR) de Francia, aislaron 65 bacterias pertenecientes a 23 

géneros diferentes y, 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 secuenciación masiva, Moreno-Mesonero y col. (2020a) observaron que la clase 

más abundante de BE en AVL aisladas de una EDAR en Valencia eran las gammaproteobacterias 

(22 %), bacterias gram negativas, pero el género más abundante era Bacillus (9 %), uno de los 

géneros más 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 

París se encontraba entre 180 y 400 géneros, además 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 más 

predominantes en AVL en un estudio realizado en lechugas en España. Por otro lado, Conco-

Biyela y col. (2024) detectaron Paenibacillus spp. como uno de los filos bacterianos más 
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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 y 

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 Sudáfrica (Conco-Biyela y col., 2024), 

respectivamente, esta es la primera vez que se describe su aislamiento y extracción 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 proporción 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 está sesgada por las condiciones de 

cultivo y aislamiento: sólo bacterias aerobias de crecimiento rápido (24-48 horas) a 37 °C; y por 

su resistencia a antibióticos (se han identificado las BE que han mostrado un perfil de 

sensibilidad a antibióticos interesante). Además, cabe decir que algunas de las BE seleccionadas, 

a lo largo del tiempo y los subcultivos no pudieron ser identificadas, bien por contaminación 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 análisis debido a la similitud de la morfología 

de sus colonias con otras ya seleccionadas para evaluar su resistencia, especialmente en los 

casos en los que se obtuvo un gran número 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 secuenciación genómica, 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 
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diferencias significativas al aislar microorganismos a partir de muestras reales (sean ambientales 

o clínicas) y en condiciones de laboratorio, lo cual ha llevado a establecer listas en las que se 

clasifican las BE en función 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. 

Además, como otros autores han dejado constancia, no es fácil recuperar BE a partir de 

aislamientos de AVL, incluso tratándose 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. Así les ocurrió 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 proliferación de ciertas 

bacterias en condiciones cultivables que sobrestime su presencia real en el interior de las AVL, 

como les ocurrió a Delumeau y col. (2023) con Microbacterium spp. y otras bacterias, que 

mostraron ser poco abundantes en los análisis de secuenciación, 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 extracción de las BE, el cual varía según la estación 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 proporción sean capaces de 

reproducirse en el interior de las amebas. En este sentido es interesante señalar que, en un 

estudio reciente (Delumeau y col., 2023), se demostró que los diferentes subcultivos de amebas 

en cultivo sólido, como los realizados en el presente trabajo para el aislamiento de las amebas, 

hacen variar la composición 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 baños termales naturales 

recreacionales, obtuvieron que, pese a la diferente biodiversidad inicial, las amebas acababan 

teniendo un perfil microbiológico intracelular muy similar tras diferentes subcultivos. También 

observaron que algunos géneros bacterianos eran más propensos a encontrarse en ciertas 

amebas, pero esto realmente es difícil 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 más selectivas, favoreciendo su crecimiento en determinados nichos ecológicos (Das y col., 

2023). No obstante, se ha sugerido que la variabilidad ambiental (por ejemplo, de temperatura, 

que puede promover o atenuar la proliferación de ciertas especies tanto bacterianas como 

amebianas) y la especificidad huésped-hospedador son factores clave de la composición y 

variación 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 glicolípido biosurfactante que le permite resistir la depredación 

de Dictyostelium discoideum e, incluso, comprometer su integridad celular y lisarla (Smith y col., 

2016). En esta línea, resulta relevante citar un caso de cooperación entre bacterias para 

defenderse de la depredación por D. discoideum: se ha observado que Pseudomonas sp. puede 

secretar unos lipopéptidos (siringafactinas) que estimulan la producción de peptidasas por 

Paenibacillus sp., los cuales degradan lipopéptidos y generan subproductos tóxicos 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 depredación/infección por 

otros géneros. Por ejemplo, la presencia de la bacteria Protochlamydia amoebophila protege a 

su hospedadora A. castellanii de la infección 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). Quizá estas interacciones podrían tener relación con la 

elevada presencia de bacterias gram positivas y, más 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 bacteriostático frente a la misma bacteria 

(Marchand y col., 2011). Esto podría condicionar la presencia de Legionella spp. en el interior de 

las amebas y quizás 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 infección por Legionella. Puesto que Legionella es un 

género bacteriano que no se puede aislar por las técnicas de cultivo empleadas, sería de gran 

interés evaluar en futuros estudios la presencia o ausencia de este género en las amebas con y 

sin estas especies de Staphylococcus y comprobar si existe alguna relación. No obstante, estas 
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interacciones entre bacterias deben de depender de donde están localizadas dentro de la 

ameba, ya que algunas habitan en vacuolas, mientras que otras persisten en el citoplasma 

(Haselkorn y col., 2021). 

Otro ejemplo, podría ser la interacción 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 única AVL y estación de muestreo en la que se detectó la 

presencia de P. koreensis, no se aisló ninguna bacteria perteneciente al género Bacillus y 

viceversa: en ninguna de las AVL ni aguas con Bacillus presente, se aisló 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 podrían estar interfiriendo en las relaciones intracelulares 

de las AVL de estudio. Según la bibliografía, 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 producción 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 y 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. 

  



Tesis Doctoral de C. Menacho 

116 
 

Tabla IV.5. Cepas de bacterias endocitobiontes (BE) identificadas en cada estación de muestreo (EM). 

ESTACIÓN AVL BE IDENTIFICACIÓN 

EM.1 

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 

  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 

 
 
 
 
 

EM.2 
 
 
 
 
 
  

  211.1 Microbacterium arborescens* 

  211.2 Microbacterium arborescens* 

Acanthamoeba T4 211 211.3 Microbacterium arborescens* 

  211.4 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 

  2121.20 Staphylococcus warneri 

  2121.21 Staphylococcus warneri 

  2121.22 Pseudoxanthomonas indica 

  2132.1† Candida sp. 

  2132.2 Pseudomonas koreensis 

  2132.3 Staphylococcus epidermidis 

Acanthamoeba T4 2132 2132.4 Staphylococcus pasteuri 

  2132.5 Staphylococcus pasteuri 

  2132.6 Kocuria rhizophila 

  2132.7 Pantoea agglomerans 

Acanthamoeba T4 2221 2221.1† Candida sp. 

Acanthamoeba T4 231 231.1 Staphylococcus epidermidis 
AVL: ameba de vida libre; ni: no identificada; *M. arborescens/imperiale; †: levadura. 
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Tabla IV.5. Cepas de bacterias endocitobiontes (BE) identificadas en cada estación de muestreo (EM). 

Continuación. 

ESTACIÓN AVL BE IDENTIFICACIÓN 

EM.3 
ni 32 32.4 Staphylococcus pasteuri 

ni 35 35.1 Bacillus licheniformis 

EM.4 ni 4412 
4412.1 Staphylococcus pasteuri 

4412.5 Micrococcus luteus 

EM.5 

  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 

  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 

EM.6 

  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 

  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 722 
722.7 Staphylococcus pasteuri 

722.11 Paenibacillus lautus 

AVL: ameba de vida libre; ni: no identificada; *M. arborescens/imperiale; †: 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 ríos de la Cuenca del Ebro, se 

relaciona la abundancia e identificación de estos microorganismos obtenida y la actividad 

ganadera llevada a cabo en las áreas colindantes a las aguas superficiales evaluadas. Así mismo, 

se reflexiona sobre la relevancia y los riesgos asociados a los resultados obtenidos. 

Características 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 presión ganadera en la 

Cuenca del Ebro (Moles, 2021). Estas seis estaciones cuentan con una gran actividad porcina y 

avícola, 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 cunícola, como indica la información proporcionada en la Tabla 

III.1. La estación de muestreo 7 (EM.7), sometida a una menor presión ganadera (Figura III.1), 

aunque influenciada también por el sector avícola, cunícola y bovino (Tabla III.1), se selecciona 

por su ubicación cercana a la ciudad de Zaragoza. 

En puntos cercanos a las estaciones de muestreo evaluadas (EM.1-EM.7), la Confederación 

Hidrográfica del Ebro (CHE) monitoriza parámetros fisicoquímicos para controlar la calidad de 

las aguas. Atendiendo a su cercanía, se seleccionan los siguientes puntos de control de la CHE: 

Canal de Serós en Lérida (situado a 16,7 km aguas arriba de EM.1 y a 16,3 km aguas abajo de 

EM.2, aproximadamente), río Cinca en Fraga (situado a 8,7 km aguas arriba de EM.3 y a 18,4 km 

aguas arriba de EM.4, aproximadamente), río 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 río Gállego en Villanueva 

(situado en la misma EM.7). 

En la Tabla IV.6 se muestran las características fisicoquímicas de las aguas superficiales en estos 

puntos de control de la CHE el mismo día en que se realizó el muestreo y la variabilidad de las 

mismas a lo largo del año. Esta información se ha obtenido a partir de la Confederación 
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Hidrográfica del Ebro (https://saica.chebro.es/inicio.php). Los datos pertenecientes al río 

Gállego corresponden al año 2020, momento en el que la CHE comenzó a registrar estos 

parámetros. Estos parámetros, junto con el dato del caudal de los ríos en el momento del 

muestreo (recogido en la Tabla III.1), permiten tener una idea aproximada de cómo 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 están ampliamente distribuidas en el medio ambiente y su presencia y 

diversidad se ha relacionado con diferentes factores, como la temperatura, el pH y, 

especialmente, la materia orgánica disuelta, los sólidos suspendidos y los microorganismos 

presentes, que sirven de alimento y promueven su proliferación (Delafont y col., 2016; 

Delumeau y col., 2023; Loret y Greub, 2010). La mayor o menor presencia de estos últimos, se 

puede inferir mediante el parámetro de la turbidez. Según 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, así como a 

precipitaciones o períodos de sequía (Ospina-Arias y col., 2016), factores que deben de influir 

en las variaciones de caudal registradas en las estaciones de estudio durante las dos campañas 

de muestreo (Tabla III.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, España) y de contaminación (en 

Virginia, Estados Unidos), respectivamente. Otros estudios, en los que no se ha relacionado la 

situación de las estaciones de muestreo con posibles fuentes de contaminación, revelan tasas 

menores; tal es el caso de García y col. (2013), Kuiper y col., (2006), Tsvetkova y col. (2004) y 

Javanmard y col. (2017), que obtuvieron entre un 15 y un 77 % de muestras positivas para AVL 

a partir de aguas superficiales de Aragón, Holanda, Bulgaria e Irán, respectivamente. Por tanto, 

la alta tasa de muestras positivas obtenida puede tener relación con la alta presión ganadera de 

las zonas de estudio seleccionadas; desde las instalaciones ganaderas pueden llegar bacterias y 

materia orgánica a las masas de agua colindantes por infiltración, lixiviación o escorrentía 

(Henriot y col., 2022), las cuales sirven de alimento para las amebas y promueven su 

proliferación. 

https://saica.chebro.es/inicio.php
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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). 

 

 

Figura IV.5. Mapa de explotaciones ganaderas avícolas 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 parámetros fisicoquímicos medidos en los puntos de control de la Confederación Hidrográfica del Ebro (CHE) en el momento del muestreo de la 

campaña 1 (C1) y la campaña 2 (C2), rango (mínimo-máximo) a lo largo del año 2018 y variaciones abruptas y repentinas (a nivel diario). 

PUNTO DE CONTROL  
DE LA CHE 

 
CANAL DE SERÓS  

(LÉRIDA) 
 

RÍO CINCA  
(FRAGA) 

 
RÍO ALCANADRE 

(BALLOBAR) 
 

RÍO GÁLLEGO 
(VILLANUEVAA) 

PARÁMETRO  C1 C2 R  C1 C2 R  C1 C2 R  C1 C2 R 

Temperatura (°C)  12,4 13,9 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 (µS/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 NH4/L)  0,02 0,02 0-0,8  - - -  0,09 0,02 0-1,0  0,06 0,16 0-1,8 

Nitratos (mg NO3/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: campaña; O2: oxígeno; R: rango anual (mínimo-máximo); -: no hay valores disponibles; aValores de 2020. 
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El pH puede verse especialmente modificado por determinados efluentes industriales (Mosteo, 

2011), afectando e influyendo en la ecología amebiana. No obstante, parece ser estable a lo 

largo del año en la zona de estudio. En cuanto a la temperatura, las AVL aisladas parecen estar 

adaptadas a vivir en aguas que varían 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 más concretamente el genotipo T4, es el más 

frecuentemente aislado en muestras ambientales, como es el caso, pero también en clínicas 

(Lass y col., 2017). Su potencial patogenicidad se relaciona sobre todo con la queratitis 

amebiana, cuya incidencia ha aumentado notoriamente durante los últimos años de la mano del 

incremento de personas usuarias de lentes de contacto (Rayamajhee y col., 2022). Aunque no 

hay zonas de baños recreacionales oficiales registradas alrededor de las zonas de estudio 

(Ministerio de Sanidad, 2023), es conveniente recordar el baño sin lentes de contacto a las 

personas usuarias de estas como medida primaria de prevención de infecciones por esta AVL. 

Además, como ya se ha mencionado, Acanthamoeba puede causar también lesiones cutáneas, 

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 detección de N. lovaniensis en el río Gállego a su paso por Zaragoza (EM.7.2). Esta 

especie se considera termofílica (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, según el momento 

del año 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 quística 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 más abundante en las aguas de 

estudio. A esto, cabe añadir que la presencia de esta especie suele estar ligada a la de N. fowleri 

(De Jonckheere, 2014) y, dado que por la metodología empleada no se puede asegurar la 

ausencia de esta última en la zona de estudio, los resultados obtenidos subrayan la necesidad e 

importancia de vigilar las poblaciones de AVL de forma periódica. Esto permitiría prevenir 

posibles brotes e infecciones por esta letal ameba que, recientemente, afectó a una niña en 

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

vida libre 

El ciclo del nitrógeno implica que amonio, nitrito y nitrato, las formas iónicas más comunes de 

nitrógeno inorgánico disuelto, suelen estar presentes de forma natural en ecosistemas 

acuáticos. Sin embargo, durante las últimas décadas, la actividad humana ha afectado 

sustancialmente este ciclo, introduciendo y aumentando la concentración de nitrógeno 

inorgánico en los ecosistemas acuáticos (Camargo y Alonso, 2006), convirtiéndose en una de las 

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

En los puntos de control de la CHE situados en el Canal de Serós a su paso por Lérida y en el río 

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 variación anual (Tabla IV.6). El aumento de nitratos en ecosistemas 

acuáticos está altamente relacionado con actividades ganaderas y agrícolas que, bien por 

escorrentía, lixiviación o infiltración, acaban contaminando las aguas superficiales colindantes. 

Este factor, por tanto, puede influir en las comunidades microbianas de las EM.1, EM.2, EM.5 y 

EM.6 mediante el florecimiento de microalgas que conlleva la eutrofización y acidificación del 

ecosistema (Camargo y Alonso, 2006; Martín y col., 2024). Las AVL también se alimentan de 

microalgas (Rodríguez-Zaragoza, 1994) y, por tanto, cabe pensar que la población amebiana 

puede proliferar especialmente ligada a este factor. 

En este sentido, resulta interesante observar que, en el muestreo de la primera campaña, 

aunque el número de aislamientos es bastante homogéneo, con un promedio de 8 aislamientos 

en cada estación evaluada, en el segundo muestreo, el río Noguera Ribagorzana a su paso por 

Corbins (EM.2.2) y el río Flumen en Albalatillo (EM.6.2) destacan con 10 y 11 aislamientos 

respectivamente (Tabla IV.1), coincidiendo con zonas de alta emisión de nitratos. En la segunda 

campaña, la EM.2.2 vuelve a ser una de las que más aislamientos de AVL obtiene, junto con la 

EM.5.2, otra zona posiblemente afectada por la emisión de nitratos. Sorprende el elevado 

número de aislamientos (17) en el río Clamor Amarga en Zaidín (EM.3.2), lo cual podría deberse 

a una proliferación relacionada con los frecuentes aumentos de turbidez, aunque con la 

información disponible no se pueden establecer relaciones claras. Las altas cantidades de 

aislamientos obtenidos en las EM.2.2 y EM.3.2 podrían también atribuirse al pequeño caudal de 

los ríos Noguera Ribagorzana y Clamor amarga, respectivamente, que en otoño y tras un período 

de lluvias, provocaran el aumento de caudal (Tabla III.1) y un consecuente aumento de turbidez 

que derivara en la proliferación de AVL. 
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Comparación entre las campañas de muestreo: primavera y otoño 

Según 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 composición del agua y la época del año, 

los cuales pueden influir en las dinámicas de las poblaciones y hábitat de las AVL (Fernández, 

2014; Greub y Raoult, 2004; Rodríguez-Zaragoza, 1994). Por ejemplo, Ettinger y col. (2003) 

encontraron que en el río James (Virginia, Estados Unidos), las poblaciones de Naegleria y 

Acanthamoeba predominaban más en primavera, mientras que Vannella, Vahlkampfia y 

Vermamoeba eran más comunes en otoño. Sin embargo, aún 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 campañas (Tabla IV.1), se puede 

observar que la alta proporción de cepas de Acanthamoeba spp. en relación al total de AVL 

aisladas en los ríos Segre y Noguera Ribagorzana (EM.1 y EM.2) se mantiene en la segunda 

campaña (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 proporción observada en los ríos Clamor Amarga y 

Alcanadre (EM.3 y EM.5) también se mantiene en ambas campañas (38 % y 24 % en EM.3.1 y 

EM.3.2, y 33 % y 36 % en EM.5.1 y EM.5.2, respectivamente). Además, se han aislado cepas de 

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

Respecto a este género, destaca que 14 cepas han resultado ser filogenéticamente la misma 

especie, presente en los ríos 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 presión 

ganadera de las provincias de Huesca y Lérida. Ha de tenerse en cuenta que se han filtrado 

únicamente 500 mL de agua y, por tanto, las AVL crecidas son las más predominantes y/o las 

que mejor se adaptan y proliferan en condiciones de laboratorio. Por su parte, en el río Gállego 

(EM.7) se ha detectado Naegleria en ambas campañas 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 indicaría que estas amebas están asentadas en la zona 

estudiada. Es posible que estas amebas habiten en biofilms del lecho de estos ríos y se vayan 

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

La detección de N. lovaniensis, especie reconocida como termófila, en el río Gállego en la 

campaña de otoño (EM.7.2) podría indicar su presencia quística durante el año (o en menor 

proporción) y su proliferación durante la época estival debido al aumento de la temperatura 
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ambiental y del agua. Sería interesante y beneficioso llevar a cabo futuros estudios que evalúen 

la presencia de AVL a lo largo del tiempo para entender con mayor profundidad la ecología y 

dinámica estacional de las especies amebianas; esto permitiría identificar mejor las posibles 

amenazas para la salud y facilitar la implementación 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 fácilmente a los procesos de potabilización gracias a su estadio de quiste 

(Loret y Greub, 2010), especialmente Acanthamoeba, el género que ha demostrado mayor 

resistencia a los tratamientos de desinfección 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 desinfección y su posterior colonización de los sistemas de distribución de agua 

potable, desde donde pueden entrar en contacto con la población (Corsaro y col., 2010; Loret y 

Greub, 2010; Thomas y col., 2008). El 89 % de las AVL identificadas corresponden a amebas 

potencialmente patógenas, 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 clínicos 

(Visvesvara y col., 2007). Por ello, conocer la ecología amebiana de las aguas naturales permite 

tomar medidas de prevención y precaución 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 (Goñi y col., 2014) y que subcultivar favorece la pérdida de 

cepas aisladas (Rodríguez-Zaragoza, 1994). Además, existen otras especies de amebas de 

especial interés clínico, 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 (García y col., 

2011). Por tanto, es recomendable realizar estudios posteriores aplicando metodologías capaces 

de detectar un rango más amplio de géneros de AVL, particularmente tras el primer caso 

nacional de infección por N. fowleri y tras haberse detectado a B. mandrillaris en varios 

ambientes acuáticos en España (Gomes y col., 2020; Magnet y col., 2013). Además, cabe pensar 

que la tendencia de aumento de temperaturas debido al cambio climático puede promover la 
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proliferación y diseminación de cepas termofílicas, como N. fowleri (Fernández, 2014) y 

Vermamoeba vermiformis (Delafont y col., 2018). 

Aun así, el mayor riesgo relacionado con la presencia de AVL en sistemas de agua, más que su 

propia patogenicidad potencial, es su capacidad de transportar, diseminar y proteger 

microorganismos patógenos 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 refrigeración, piscinas o sistemas de 

distribución hospitalarios (Berk y col., 2006; Fernández, 2014; Rohr y col., 1998). De hecho, cada 

vez más estudios demuestran la supervivencia y recolonización tras episodios de desinfección 

por parte de bacterias patógenas en sistemas de distribución, hospitales y centros de salud 

gracias a la protección otorgada por amebas, siendo el caso más ampliamente conocido el de 

Legionella pneumophila (Cateau y col., 2014; Loret y Greub, 2010; Tovar, 2006). Debido a esto, 

es importante conocer no sólo las poblaciones de AVL en entornos naturales, sino también la de 

las bacterias endocitobiontes potencialmente patógenas 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 (río Alcanadre), EM.1.2 (río 

Segre) y EM.2.2 (río Noguera Ribagorzana), por haberse aislado BE en el 100 % de los cultivos 

evaluados; así como EM.5.1 y EM.1.1 por presentar una mayor ratio de aislamientos de BE por 

número 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). 

Al igual que a estas zonas llegan nitratos de las áreas colindantes (bien por escorrentía, lixiviación 

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 agrícolas, así como 

la emisión de productos de desecho orgánicos, constituyen algunas de las principales fuentes de 

liberación de patógenos oportunistas a los ecosistemas acuáticos (Semenov y col., 2009). De 

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

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

Por su parte, EM.3.1 (río Clamor Amarga) y EM.4.1 (río Cinca), destacan por tener las menores 

ratios de crecimiento de BE a partir de AVL evaluadas (2 de 8 y 1 de 6, respectivamente), así 

como menor número de BE aisladas del interior de AVL (10 y 5 BE, respectivamente). La 

abundancia de Acanthamoeba podría también influir en la tasa de AVL portadoras de BE y 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 comparación con EM.1.1 y EM.2.1 (75 % y 60 %). Sin embargo, los 

resultados sugieren que la contaminación por emisiones ganaderas y agrícolas tiene un mayor 

impacto, independientemente de la proporción de Acanthamoeba, ya que EM.5.1, afectada por 

la emisión de nitratos, presentaba uno de los menores ratio de esta ameba (33 %) y, a su vez, 

una de las mayores tasas de AVL portadoras de BE. Adicionalmente, el hecho de que EM.3.1 y 

EM.4.1 tengan los menores caudales del muestreo (Tabla III.1) podría influir también en las 

menores tasas de BE aisladas en estas zonas de estudio. 

En relación 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 bibliografía, que se encuentra en 

torno al 25 % (Rayamajhee y col., 2022), reforzando la hipótesis 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 sometió al proceso de lisis; sin embargo, debido al tamaño limitado 

de la muestra, no es posible realizar una comparación 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 

Mycobacterium, dos de los géneros de BE más frecuentemente detectadas en el interior de 

amebas (García 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 patógenas 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 antibióticos (Capítulo IV). 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 IV.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 diseminación a través de los sistemas de 

distribución de agua, gracias a la protección de las amebas de vida libre, hasta hospitales y 

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

En total, el 86 % (19 de 22) de las AVL estudiadas a este nivel es portadora de BE de relevancia 

clínica, lo que reitera el riesgo de estos microorganismos considerados como “caballos de Troya” 

(Cateau y col., 2014). Especial mención 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 combinación supone por tanto un especial riesgo para la salud pública. 

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, podría también llegar a ocasionar casos de coinfección en personas expuestas. 

Adicionalmente, es importante tener en mente que, aunque algunas AVL aisladas porten en su 

interior BE no identificadas como patógenas, estas bacterias pertenecen a géneros en los que 

otras especies sí lo son. Atendiendo a la tendencia de aumento de nuevas especies patógenas y 

los casos de zoonosis (Sánchez y col., 2022), no se puede descartar que estas especies lleguen a 

serlo, en determinadas condiciones, en un futuro próximo. Paralelamente, se ha de subrayar 

que la supervivencia en el interior de AVL indica que estas bacterias han desarrollado sistemas 

de adaptación a la vida intracelular y de evasión de depredación celular. Teniendo en cuenta la 

elevada similitud entre amebas y macrófagos, 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 mayoría de las especies bacterianas identificadas se han detectado previamente en animales 

de ganadería porcina, avícola, cunícola, bovina, caprícola y/o equina. Tras el lavado de establos, 

episodios de precipitaciones, infiltración y lixiviación de purines y estiércol, estas bacterias 

pueden llegar a los ecosistemas acuáticos 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 identificación de las BE y, por otro, la 

detección de estas especies bacterianas en diferentes explotaciones ganaderas según estudios 

previos (De la Cruz y col., 2024; Fernández-Fernández y col., 2023; Jan y col., 2011; Pekala y col., 

2018; Porcellato y col., 2023; Ramlucken y col., 2020; Savini y col., 2010; Sun y col., 2020; Tardón 

y col., 2021; Vissers y col., 2007; Yadav y Khosla, 2021), teniendo en cuenta la presión porcina, 

avícola, cunícola y bovina de cada estación de muestreo evaluada (indicada en la Tabla III.1). 

Atendiendo a la Figura IV.6, se observa un porcentaje significativo de BE presentes en las AVL de 

estudio que podrían encontrarse en las aguas superficiales de ríos, según el tipo de presión 

ganadera colindante. Concretamente, esta asociación se confirma en el 76 % de los casos (28 de 

37 asociaciones). Cuatro de los casos que no reflejan esta relación (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 diseminación en distintos ambientes, ya que su 

estudio se ha centrado principalmente en sus potenciales aplicaciones biotecnológicas 

(Jagadeesan y col., 2024).  

Si bien es verdad que la mayoría 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 (El-Rhman y col., 2009; Lau y col., 2024; 

Pekala y col., 2018; Savini y col., 2010; Sun y col., 2010; Tardón y col., 2021; Yousefi y col., 2022), 

la asociación 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 distribución en diversos ambientes y hasta donde la autora conoce, no había 

sido relacionado de una forma tan clara y contundente con amebas de vida libre ambientales. 

La presencia de varias especies, además, coincide con las estaciones de muestreo donde se 

detactan emisiones de nitratos, reforzando la hipótesis de que las actividades ganaderas de la 

zona impactan los ecosistemas acuáticos colindantes mediante la liberación y diseminación de 



Tesis Doctoral de C. Menacho 

130 
 

microbiota. Esto podría inclusive explicar la alta proporción de bacterias gram positivas 

detectadas en el presente trabajo, en comparación 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. Relación entre las bacterias endoitobiontes (BE) identificadas y las 

explotaciones ganaderas que ejercen presión en cada estación de muestreo de estudio 

(EM). (Las “X” representan la identificación de la especie bacteriana en la EM 

correspondiente. Las zonas sombreadas indican el riesgo de presencia de estas especies 

bacterianas, según la bibliografía, en función de la presión ganadera (porcina, avícola, 

cunícola o bovina) ejercida sobre la estación 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, 

avícola, porcino y cunícola, según la bibliografía. De hecho, resulta claramente representativo 

que, recientemente, se detectó S. epidermidis y S. pasteuri en cerdos de granjas porcinas en 

Aragón (Abdullahi y col., 2023). Staphylococcus equorum también se encuentra frecuentemente 

en la microbiota de porcinos (Fernández-Fernández y col., 2023). Por otro lado, S. epidermidis 

secreta una proteína extracelular capaz de proteger a los embriones de pollo del virus de la 

influenza y se ha sugerido que puede proteger también de la infección 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), 

así como en ganado caprino, ovino y equino (Fernández-Fernández y col., 2023). Además, un 

estudio reciente (Roy y col., 2024) ha demostrado que las mismas cepas de S. aureus (el principal 
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patógeno y la especie más 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 asociación establecida. Esto podría indicar que 

en el río Alcanadre, a su paso por Sariñena, están interviniendo otros factores en la diversidad 

de las BE de las AVL. Concretamente, los resultados parecen señalar que esta zona podría estar 

teniendo impactos relativos a la agricultura, ya que todas las especies bacterianas no 

relacionadas con la ganadería, sí se han aislado en rizomas o se consideran endófitas9 (Gua y 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
9 Endófito: organismo capaz de vivir en el interior de plantas. 
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4. PRINCIPALES CONCLUSIONES DEL CAPÍTULO IV 

A continuación, y en base a los objetivos planteados (Capítulo II), se describen las conclusiones 

del presente capítulo: 

• 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. El 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 

patógenas y de relevancia para la salud pública. La proporción de Acanthamoeba en las 

zonas de estudio se mantiene en las dos campañas de muestreo. 

• Se detecta la presencia de Nagleria lovaniensis y N. australiensis, especies 

estrechamente relacionadas con N. fowleri, en las aguas superficiales del río Gállego a 

su paso por Zaragoza. La cepa N. australiensis se detecta en las dos campañas de 

estudio, señalando su asentamiento en este hábitat. 

• Se han extraído 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 clínica. Además, cuatro de las 

Acanthamoeba aisladas son portadoras de S. epidermidis, un factor de riesgo para 

coinfecciones en queratitis amebiana. 

• El elevado número 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 ecología de las amebas de 

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

BACTERIAS ENDOCITOBIONTES CON ÉNFASIS EN 

ANTIBIÓTICOS AMINOGLUCÓSIDOS 

Con el objeto de evaluar los perfiles de resistencia a antibióticos de las bacterias endocitobiontes 

(BE), aisladas de las amebas de vida libres (AVL) presentes en las aguas de ríos de la Cuenca del 

Ebro en puntos con presión ganadera, se realizan antibiogramas disco-placa a una selección de 

130 BE. Posteriormente, se identifican las cepas de mayor interés (resultados mostrados en el 

Capítulo IV) y se evalúa su perfil de resistencia y sensibilidad frente a diferentes familias de 

antibióticos. Adicionalmente, y con el objetivo de evaluar la influencia de las actividades 

ganaderas en las resistencias encontradas, se profundiza en la familia de los antibióticos 

aminoglucósidos. Para ello, se determina la concentración mínima inhibitoria y concentración 

mínima bactericida de las BE más interesantes y se complementa el perfil de resistencias a esta 

familia de antibióticos con antibiogramas disco-placa para 12 aminoglucósidos diferentes. 

1.1. EVALUACIÓN DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIÓTICOS 

Para la evaluación 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 selección 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 morfología diferente entre 

las bacterias aisladas en medio no selectivo. El antibiograma se realiza para un panel general de 

16 antibióticos que incluye las familias de antibióticos más utilizadas: betalactámicos (AMP, OX) 

y cefalosporinas (CRO), aminoglucósidos (AP, H, GM, K, ST), macrólidos (AZM, E), quinolonas 

(NAL, CIP), tetraciclinas (MNO), anfenicoles (CL), rifamicinas (RA) y asociación de sulfamida y 

diaminopirimidina (SXT), tal y como se describe en el Apartado III.3.2.1. Los halos (mm) 

obtenidos se muestran en el Anexo I. 

Atendiendo a los resultados, el 98,5 % de las BE (128 de 130) mostraron crecimiento en 

presencia de al menos uno de los antibióticos evaluados y el 33 % crecieron en presencia de 

cinco o más antibióticos. Además, varias cepas provenientes del río Segre (EM.1.1) y Alcanadre 

(EM.5.1) crecieron en presencia de más de 10 de los 16 antibióticos evaluados. Según Martínez 

(2003), el 90 % de las bacterias presentes en el agua son resistentes a un antibiótico y el 20 % al 

menos a cinco. De forma similar, en el País Vasco, se detectó que el 92 % de las bacterias 
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aerobias aisladas en puntos de toma de agua para potabilizar del río Nervión presentaban 

resistencia al menos a uno de los antibióticos evaluados (Pérez y col., 2022). Según dicho 

estudio, la mayor o menor sensibilidad a los antibióticos está condicionada por el origen de la 

bacteria, razón por la cual es más 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, asemejándose a los valores observados en 

bacterias coliformes aisladas de ríos impactados por descargas de depuradoras, fábricas de 

fármacos 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 antibióticos evaluados ya que, dependiendo del género y especie, pueden 

presentar diferente sensibilidad o resistencias intrínsecas a determinados antibióticos. 

 

Clasificación R/I/S 

Una vez realizados los antibiogramas disco-placa, se selecciona un conjunto de 83 BE para su 

identificación en función de tres criterios: (1) por crecer en presencia de algún aminoglucósido 

distinto a la higromicina (dada la alta proporción de cepas capaces de crecer en presencia de 

este antibiótico, no se utilizó como criterio selectivo), (2) por haberse aislado a partir de medio 

selectivo con antibiótico 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 aminoglucósidos, 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 Capítulo IV) y sus antibiogramas no se recogen en 

la tabla del Anexo I. Por tanto, se evaluó la sensibilidad a antibióticos a un total de 77 BE, las 

cuales, proceden de las EM.1-EM.7, siguiendo la metodología descrita en el Apartado III.3.2.3. 

Al pertenecer todas las BE del estudio a la primera campaña (primavera de 2018), de aquí en 

adelante, se omite la distinción de campañas realizada en el Capítulo IV. 

Las BE seleccionadas se identificaron tal y como se desarrolla en el Capítulo IV y se categorizaron 

como susceptibles (S), susceptibles a exposición aumentada (I) o resistentes (R) a los antibióticos 

evaluados tal y como se indica en el Apartado III.3.2.3. Ha de puntualizarse que, los antibióticos 

que presentan puntos de corte en las guías 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 número de bacterias resistentes a cada antibiótico 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 capítulo). 

Puede observarse que la resistencia a aminoglucósidos fue la más prevalente en todas las aguas 

superficiales analizadas, aunque ha de tenerse en cuenta que es la familia para la que más 

antibióticos se evaluaron. Destaca la alta tasa de bacterias capaces de crecer en presencia de 

higromicina (95 % de las BE evaluadas), no registrada en ningún otro estudio. Aun descontando 

la resistencia a higromicina, 48 BE (62 %) son resistentes a esta familia de antibióticos, una tasa 

mayor a la detectada en otros estudios realizados en ríos de España, Francia o la India (Amato y 

col., 2021; DebMandal y col., 2011; Servais y Passerat, 2009; Sidrach-Cardona y col., 2014). No 

obstante, cabe señalar que la resistencia a aminoglucósidos no se evalúa con tanta frecuencia 

en ríos, pues muchos estudios se centran en betalactámicos, tetraciclinas y sulfonamidas (Amato 

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

Después de los aminoglucósidos, las resistencias a betalactámicos y macrólidos fueron las más 

prevalentes: 65 (84 %) y 47 (61%) BE mostraron resistencia a estas familias, respectivamente. Se 

trata de dos de las familias de antibióticos 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 río en Francia, Valencia, País Vasco o 

León, 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 está presente en todas las aguas superficiales evaluadas, 

aunque el porcentaje de BE resistentes es menor (34 %). La mayoría de las cepas resistentes a 

quinolonas mostraron resistencia a ácido nalidíxico y tan sólo 6 BE resultaron resistentes a la 

fluoroquinolona ciprofloxacino (8 %). El ácido nalidíxico es una quinolona de primera generación 

especialmente empleada frente a enterobacterias; no suele evaluarse frente a bacterias gram 

positivas porque suele considerarse no efectivo al generarse resistencia tras la exposición 

gradual al mismo (Alós, 2019; Sierra, 2005). Sin embargo, atendiendo a los resultados obtenidos, 

parece que esta resistencia no es tan frecuente en muestras de carácter ambiental y podría 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 

antibiótico, mientras que la mayoría 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 antibiótico de síntesis (Pérez y col., 2022). Si bien es verdad que la 

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

ESTACIÓN TOTAL BE AMP OX CRO AP GM H K ST AZM E CIP NAL CL MNO 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 23 56 5 23 14 73 24 27 36 45 6 26 6 4 6 10 
Porcentaje  29,9 72,7 6,5 29,9 18,2 94,8 31,1 35,1 46,8 58,4 7,8 33,8 7,8 5,2 5,2 13,0 

ESTACIÓN TOTAL BE  BL    AG   MC QN AF TT RF SXD 

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  65    75   47 26 6 8 6 10 
Porcentaje   84,4    97,4   61,0 33,8 7,8 10,4 7,8 13,0 

AF: anfenicoles; AG: aminmoglucósidos; AMP: ampicilina; AP: apramicina; AZM: azitromicina; BL: betalactámicos; CIP: ciprofloxacino; CL: cloranfenicol; CRO: ceftriaxona; E: 

eritromicina; EM: estación de muestreo; GM: gentamicina; H: higromicina B; K: kanamicina; MC: macrólidos; MNO: minociclina; NAL: ácido nalidíxico; OX: oxacilina; QN: 

quinolonas; RA: rifampicina; RF: rifamicinas; ST: estreptomicina; SXD: combinación de sulfadiazina y diaminopirimidina; SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; TT: tetraciclinas. 
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de Resistencia a Antibióticos, 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 más frecuente en zonas influenciadas por aguas residuales que en ríos (Marti y col., 

2014; Servais y Passerat, 2009). 

Comparando con otros estudios, resalta la baja tasa de resistencia a tetraciclinas, muy 

recurrente en ambientes acuáticos (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 

cunícola en España (PRAN, 2023). Es posible que los resultados se deban a haber evaluado la 

resistencia a minociclina, ya que se observa una menor proporción de resistencias a este 

antibiótico semisintético de segunda generación, en comparación 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 más comúnmente detectado, las proteínas 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 (Asadi y col., 2020). 

Como se puede advertir, la resistencia a determinadas familias sólo se observa en algunos de los 

ríos evaluados, como es el caso de la resistencia a la asociación de sulfadiazina y 

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 ríos 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), así como la resistencia a minociclina y sulfametoxazol-trimetoprim ligada 

únicamente a perfiles de multirresistencia (Amato y col., 2021; Pérez y col., 2022). En estos 

casos, pueden estar interviniendo bombas de eflujo que producen resistencia simultánea a 

diferentes antibióticos. Este mecanismo, además, suele estar presente de manera sinérgica con 

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

 

Bacterias multirresistentes 

Considerando bacterias multirresistentes (MR) a aquellas que presentan resistencia a 

antibióticos de tres o más familias y, bacterias con multirresistencia extendida (MRX), a aquellas 

que presentan resistencia a antibióticos de cinco o más familias (Amato y 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 además multirresitencia extendida. Estos valores son algo inferiores al 

88 % de cepas MR que obtuvieron Amato y col. (2021) en su estudio en aguas de río de Valencia, 

pero superiores al 37% y 39 % de bacterias MR (E. coli y aerobias totales, respectivamente) que 

obtuvieron Pérez y col. (2022) en el río Nervión. 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 índice de multirresistencia a antibióticos (MRA) se emplea para identificar si las bacterias 

provienen de ambientes con alta (MRA > 0,2) o baja (MRA < 0,2) presión antibiótica (Apartado 

III.3.2.4). Los resultados relativos a este índice (Tabla V.2) indican que gran parte de las cepas 

provienen de ambientes con alta presión antibiótica, al presentar 56 de las cepas (73 %) un 

índice MRA > 0,2. Además, el índice MRA promedio, por estación de muestreo, es también 

superior a 0,2 en todas las aguas superficiales evaluadas, señalando la afectación 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 río 

Sena en Francia, se obtuvieron valores promedios MRA < 0,2 en zonas con y sin contaminación 

agrícola dispersa e índices promedio MRA > 0,2 en efluentes de aguas residuales de hospitales; 

si bien es verdad que en dicho estudio sólo se estudiaron bacterias de origen fecal (Servais y 

Passerat, 2009). 

Estos resultados, por tanto, sugieren que las bacterias MR extraídas de las AVL pueden provenir 

de las zonas ganaderas adyacentes, bien por escorrentía de las aguas de lluvia contaminadas o 

por infiltraciones en las aguas subterráneas 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 presión ganadera de la zona de estudio, se llevó a cabo 

un estudio de mayor profundidad de la resistencia a aminoglucósidos ya que, antibióticos 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, índice de multirresistencia a antibióticos (MRA) y categorización como cepa con perfil de 

multirresistencia (MR) o multirresistencia extendida (MRX). 

AVL BE PERFIL DE RESISTENCIAS ÍNDICE MRA MR/MRX 

5512 Bacillus altitudinis AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI  0,19 MR 

1113 Bacillus cereus AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR CLR MNOR RAR SXTR 0,44 MRX 

1113 Bacillus clausii AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,44 MR 

1113 Bacillus clausii AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,50 MR 

1113 Bacillus clausii AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,38 MR 

1113 Bacillus clausii AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,31 MR 

1113 Bacillus clausii AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,25 MR 

141 Bacillus licheniformis AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,31 MR 

141 Bacillus licheniformis AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,25 MR 

141 Bacillus licheniformis AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,19 MR 

142 Bacillus licheniformis AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPR NALR CLR MNOR 0,69 MRX 

35 Bacillus licheniformis AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR EII CIPII NALR CLR MNOR RAR SXTR 0,31 MR 

5511 Bacillus niabensis AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,31 MR 

5511 y 5521 Bacillus pumilus AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI  0,13 - 

1113 Paenibacillus glucanolyticus AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPII NALR CLR MNOR 0,56 MRX 

72 Paenibacillus lautus AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPR NALR 0,31 MR 

211 Microbacterium arborescens* AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPII NALR CLR MNOR RAR SXTR 0,29 MR 

211 Microbacterium arborescens* AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPII NALR CLR MNOR RAR SXTR 0,24 MR 

622 Microbacterium arborescens AMPR OXR CROR APR GMR HR KII STR AZR ER CIPII NALR CLR MNOR RAR SXTR 0,24 MR 

1111 Microbacterium paraoxydans AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPII NALR  0,59 MR 

522 Microbacterium paraoxydans AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPR NALR CLR TETRR RAR 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: ácido nalidíxico; 

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

El código de colores hace referencia a las familias de antibióticos. (Entre paréntesis se muestran las resistencias no contabilizadas en el cálculo del índice MRA). 
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Tabla V.2. Perfiles de resistencia de las bacterias endocitobiontes (BE) identificadas, índice de multirresistencia a antibióticos (MRA) y categorización como cepa con perfil de 

multirresistencia (MR) o multirresistencia extendida (MRX). Continuación. 

AVL BE PERFIL DE RESISTENCIAS ÍNDICE MRA MR/MRX 

5511 Microbacterium paraoxydans AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPR NALR CLR TETRR RAR        0,76 MRX 

5511 Microbacterium paraoxydans AMPR OXR CROR APR GMR HR KII STR AZR ER CIPII NALR CLR MNOR RAR SXTR  0,47 MRX 

5511 Microbacterium paraoxydans AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPII NALR CLR TETRR RAR 0,47 MRX 

5512 Microbacterium paraoxydans AMPR OXR CROR APR GMR HR KII STR AZR ER CIPII NALR 0,35 MR 

13 Staphylococcus epidermidis AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KII STR AZR ER CIPI 0,35 MR 

2132 Staphylococcus epidermidis AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI  0,35 MR 

231 Staphylococcus epidermidis AMPR PENR OXR FOXR APR GMII HR KR STR AZR ER CIPI  0,40 MR 

521 Staphylococcus epidermidis AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR CLR MNOR RAR SXTR  0,45 MRX 

521 Staphylococcus epidermidis             PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,40 MR 

643 Staphylococcus epidermidis AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR CLR MNOR RAR SXTR  0,40 MRX 

643 Staphylococcus epidermidis AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI  0,30 MR 

2132 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR 0,15 MR 

2132 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR EII CIPI NALR 0,10 - 

32 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR CLR MNOR RAR SXTR CCR 0,55 MRX 

4412 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR 0,20 MR 

521 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR 0,30 MR 

62112 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI  0,45 MR 

62112 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR OXR FOXR APR GMII HR KR STR AZR ER CIPI 0,30 MR 

62112 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR 0,25 MR 

62112 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI  0,20 MR 

72 Staphylococcus pasteuri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR CLR MNOR RAR 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: ácido nalidíxico; 

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

El código de colores hace referencia a las familias de antibióticos. (Entre paréntesis se muestran las resistencias no contabilizadas en el cálculo del índice MRA). 
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Tabla V.2. Perfiles de resistencia de las bacterias endocitobiontes (BE) identificadas, índice de multirresistencia a antibióticos (MRA) y categorización como cepa con perfil de 

multirresistencia (MR) o multirresistencia extendida (MRX). Continuación. 

AVL BE PERFIL DE RESISTENCIAS ÍNDICE MRA MR/MRX 

521 y 62112 Staphylococcus equorum AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR 0,15 MR 

62112 Staphylococcus equorum AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI NALR 0,20 - 

142 Staphylococcus warneri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI  0,20 - 

2121 Staphylococcus warneri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI                      TETR  0,35 MR 

2121 Staphylococcus warneri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,20 - 

2121 Staphylococcus warneri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI  0,15 - 

2121 Staphylococcus warneri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,15 - 

643 Staphylococcus warneri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI  0,15 - 

643 Staphylococcus warneri AMPR PENR OXR FOXR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,10 - 

2132 Kocuria rhizophila AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPR NALR 0,19 - 

521 Kocuria rhizophila AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,19 - 

142 Micrococcus luteus AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPR NALR 0,44 MR 

4412 Micrococcus luteus AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPII NALR 0,25 MR 

522 Micrococcus luteus AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPII NALR 0,44 MR 

522 Micrococcus luteus AMPR OXR CROR APR GMR HR KR STR AZR ER CIPII NALR 0,31 MR 

2121 Pseudoxanthomonas indica AMPR (OXR) CRIII APR GMR HR KR STR AZR ER CIPI 0,38 - 

2132 Pantoea agglomerans AMPR (OXR)CROIAPR GMR HR KR STR AZR ER CIPII NALR  0,38 MR 

2132 Pseudomonas koreensis PIPI FEPR CAZI ATMR IMII APR GMRI (AZR ER) CIPI  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: ácido nalidíxico; 

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

El código de colores hace referencia a las familias de antibióticos. (Entre paréntesis se muestran las resistencias no contabilizadas en el cálculo del índice MRA). 
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1.2. EVALUACIÓN DE LA SENSIBILIDAD A AMINOGLUCÓSIDOS 

Tras evaluar el perfil de resistencias de la selección de bacterias endocitobiontes (BE), y con el 

objeto de profundizar en la familia de aminoglucósidos, se evaluó la sensibilidad a esta familia 

de antibióticos en una selección que agrupa a las 57 cepas con los fenotipos de resistencia a 

aminoglucósidos de mayor interés. Esta selección incluye BE de las EM.1-EM.7. Para ello, en 

primer lugar, se determinó la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración mínima 

bactericida (CMB) de las BE para los antibióticos apramicina, higromicina, gentamicina y 

estreptomicina, antibióticos empleados en ganadería (Plan Nacional de Resistencia a 

Antibióticos, PRAN, 2023). En segundo lugar, y con el objeto de inferir los mecanismos de 

resistencia a aminoglucósidos subyacentes, se realizan antibiogramas disco-placa para 13 

aminoglucósidos adicionales a esta misma selección de BE. 

1.2.1. Concentración mínima inhibitoria y concentración mínima 

bactericida 

La determinación de las concentraciones mínima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) de las BE 

seleccionadas, se realizó siguiendo la metodología descrita en el Apartado III.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 consiguió su crecimiento adecuado para este estudio. 

Los aminoglucósidos son antibióticos de amplio espectro que tienen un efecto bactericida 

dependiente de su concentración (Calvo y Martínez-Martínez, 2009). Además, presentan efecto 

postantibiotico, lo que indica que la inhibición persiste tras la exposición al antimicrobiano 

(Sociedad Española de Quimioterapia, 2006). Normalmente, en antibióticos considerados 

bactericidas, la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración mínima bactericida 

(CMB) tienen valores próximos, que difieren en una o dos diluciones. En ocasiones se observan 

fenómenos de tolerancia, cuando los valores de CMI y CMB están separados por al menos 5 

diluciones dobles (Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica, 

SEIMC, 2000b). En el presente trabajo, se puede observar que la mayoría de las cepas evaluadas 

presentan valores que distan hasta 2 diluciones dobles, indicando el carácter bacteriostático de 

los antibióticos evaluados (Tabla V.3). 

Los valores de CMI obtenidos varían dependiendo del antibiótico: desde 2 a 512 µg/mL para la 

apramicina, de 4 a >1024 µg/mL para higromicina, de 0,5 a >256 µg/mL para gentamicina y de 

0,5 a >256 µg/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 µg/mL y de 8 a >1024 µg/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 clasificación de las cepas como resistentes o sensibles varía entre especies y antibióticos. 

Dado que en la mayoría de los casos evaluados no existen criterios establecidos para realizar 

esta categorización, se correlacionan los resultados obtenidos mediante las metodologías del 

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

En el caso de la gentamicina, según la guía del Comité Europeo de Estudio de la Susceptibilidad 

a Antimicrobianos (EUCAST, 2024), una CMI (GM) ≥ 4 µg/mL indica resistencia a este antibiótico 

para Staphylococcus y Enterobacterales (aplicable para Pantoea agglomerans), mientras que, 

según las guías del Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI, 2015, 2020), son 

necesarios valores de CMI (GM) ≥ 16 µg/mL para identificar como resistentes a 

Corynebacterium, Pseudomonas, Bacillus y Enterobacterales; aunque Agerso y col. (2018) 

propuso una CMI (GM) ≥ 8 µg/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 antibiótico y presentan 

CMI (GM) ≤ 4 µg/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 µg/mL en cepas que en 

algunos casos se muestran sensibles según el antibiograma y, en otros, resistentes. Es posible 

que esto se deba al margen de error inherente a la técnica de microdilución, estimado en una 

dilución doble (SEIMC, 2000b), o a la variabilidad en la composición de los diferentes formatos 

comerciales de gentamicina (en polvo, empleado para la determinación 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 C1, C1A y C2 (Chemotechnique 

Diagnostics, 2017). 

Llama la atención la cepa Pseudoxanthomonas indica 2121.22, aislada a partir de medio MH con 

gentamicina y resistente a este antibiótico según el antibiograma, pero con una CMI (GM) = 2 

µg/mL. Dado que este género no ha sido muy estudiado en cuanto a su resistencia a antibióticos, 

se mantiene la consideración como cepa resistente y se espera que esta información 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 antibiótico 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 inhibición obtenido (Anexo I) y que presenta una CMI = 4 µg/mL, se considera que se trata 

de una cepa sensible. Destacan las cepas S. warneri de la AVL 2121 y la cepa S. pasteuri 62112.1 

por ser las que presentan mayores valores de CMI frente a este antibiótico (CMI ≥ 128 µg/mL). 

Respecto a estreptomicina, una CMI (ST) ≥ 64 µg/mL indica resistencia en E. coli (Exopol, 2022), 

una CMI (ST) ≥ 32 µg/mL indica resistencia en Stahpylococcus spp. (Shin y col., 2019) y una CMI 

(ST) ≥ 16 µg/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 

podrían reconsiderarse sensibles/resistentes debido a que sus valores de CMI se sitúan en torno 

al punto de corte (16 y 32 µg/mL), pero teniendo en cuenta que la técnica tiene un error de una 

dilución, se mantiene la interpretación obtenida a partir el halo de inhibición. La cepa S. equorum 

62112.8 muestra un fenotipo de resistencia dado el valor de la CMI obtenido (128 µg/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 STR 

según el antibiograma y una CMI (ST) = 0,5 µg/mL que replantearía considerar la cepa como 

sensible a este antibiótico; sin embargo, es posible que este resultado se deba a que la 

morfología de las colonias es rugosa, abultada, seca y granular, lo que dificulta la formación de 

suspensiones homogéneas al preparar el inóculo de la misma. Las cepas con mayores CMI para 

este antibiótico resultaron ser las cepas Bacillus calusii y Paenibacillus glucanolyticus de la AVL 

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

En el caso de apramicina, según la Red de Vigilancia Veterinaria de Resistencia a Antibióticos 

(2005), se requieren valores de CMI (AP) ≥ 32 µg/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 categorización 

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 

determinación de la CMI tomando el valor de CMI (AP) ≥ 32 µg/mL como punto de corte. En el 

caso de Staphylococcus y P. indica, se observan algunas cepas que poseen CMI = 16 µg/mL y 

muestran un fenotipo resistente mediante el antibiograma, y otras que poseen CMI = 32 µg/mL 
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y muestran un fenotipo sensible, lo cual podría achacarse al error propio de la técnica de la 

microdilución. Teniendo en cuenta estos resultados, podría extrapolarse el valor CMI (AP) ≥ 32 

µg/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 µg/mL). 

La higromicina es un antibiótico complejo de evaluar ya que apenas hay información en la 

bibliografía respecto a valores de CMI, además, la mayoría de las cepas se mostraron resistentes 

según el antibiograma, pero se obtuvieron valores de CMI muy dispares. McGaha y Champney 

(2007) establecieron que una CMI ≥ 150 µg/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 coincidiría y corroboraría este punto de corte. Sin embargo, 

no se ha encontrado en la bibliografía 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 antibiótico podrían ser CMI (H) ≥ 32 µg/mL en el caso de Staphylococcus spp., 

Microbacterium spp. y K. rhizophila, y entre 8 µg/mL y 16 µg/mL para Bacillus spp. y Paenibacillus 

spp. (teniendo en cuenta el error de la técnica); aunque sería necesario estimar estos puntos de 

corte mediante un método normalizado de interpretación de resistencia (Costa y col., 2021). En 

el caso de M. luteus, todas las cepas evaluadas resultaron resistentes según el antibiograma y 

mostraron CMI (H) = 128 µg/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 antibiótico son las cepas de S. warneri 

y P. indica de la AVL 2121, S. epidermidis 2132.3, S. pasteuri 62112.1 y S. equorum 62112.8, con 

valores de CMI ≥ 1024 µg/mL.
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Tabla V.3. Valores de la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima bactericida (CMB) en µg/mL, determinados para las bacterias endocitobiontes (BE) 

evaluadas (n = 51).  

AVL BE IDENTIFICACIÓN 
RESISTENCIA 

ANTIBIOGRAMA 
APRAMICINA HIGROMICINA GENTAMICINA ESTREPTOMICINA 

CMI CBI CMI CBI CMI CBI CMI CBI 

1111 34 M. paraoxydans AP GM H ST 128 512 64 128 8 16 32 128 

1113 7 B. clausii H ST 4 16 16 32 1 2 128 >256 

1113 9AMP B. clausii H ST 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 H ST 2 2 4 8 0,5 0,5 64 >256 

1113 12 B. clausii H ST 4 16 32 32 0,5 2 128 >256 

1113 13AMP B. clausii H ST 4 64 32 64 0,5 2 128 >256 

1113 16 B. clausii H ST 2 32 32 64 0,5 1 128 >256 

1113 17AMP P. glucanolyticus H ST 2 4 256 1024 2 8 256 >256 

141 1 B. licheniformis H ST 32 64 512 1024 4 4 128 >256 

142 1AP 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 1AP M. arborescens/imperiale AP H 64 256 256 1024 4 8 8 16 

211 2AP M. arborescens/imperiale AP H 64 256 128 512 4 16 8 16 

211 3AP M. arborescens/imperiale AP H 128 512 256 1024 4 8 16 32 

211 4AP M. arborescens/imperiale AP H 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 GM H 32 64 1024 >1024 128 128 16 32 

2121 3 S. warneri GM H 16 16 1024 >1024 >256 >256 32 32 

2121 5 GM S. warneri GM H 8 32 1024 >1024 64 128 8 32 

2121 10 S. warneri GM H 32 32 1024 1024 256 256 32 32 

2121 20 S. warneri GM H 32 32 1024 >1024 128 128 32 32 
AP: apramicina; AVL: ameba de vida libre; GM: gentamicina; H: higromicina; ST: estreptomicina. AMP: aislada en MH-Ampicilina; AP: aislada en MH-AP; GM: aislada en MH-GM; 

Se muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodología. 
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Tabla V.3. Valores de la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima bactericida (CMB) en µg/mL, determinadas para las bacterias endocitobiontes (BE) 

evaluadas (n = 51). Continuación. 

AVL BE IDENTIFICACIÓN 
RESISTENCIA 

ANTIBIOGRAMA 

APRAMICINA HiGROMICINA GENTAMICINA ESTREPTOMICINA 

CMI CBI CMI CBI CMI CBI CMI CBI 

2121 21 S. warneri GM H 8 16 1024 >1024 256 256 16 32 

2121 22GM P. indica GM H ST 32 32 >1024 >1024 2 2 64 64 

2132 2 AMP P. koreensis H 2 2 8 32 0,5 0,5 1 2 

2132 3 AMP S. epidermidis GM H 16 16 1024 >1024 16 16 16 64 

2132 5 S. pasteuri H 4 4 128 256 0,5 0,5 8 8 

2132 7 AP P. agglomerans AP H 32 64 256 256 2 2 8 16 

231 1 S. epidermidis AP H 16 32 128 1024 1 4 8 16 

32 4AMP S. pasteuri H ST 2 2 256 1024 2 4 >256 >256 

4412 1 AP M. luteus AP H 128 128 128 256 4 4 32 32 

521 2 S. equorum H 2 2 32 64 0,5 0,5 1 2 

521 3AP 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 10 AP M. luteus AP H 128 128 128 256 2 2 16 16 

522 12 M. luteus AP H 256 256 128 256 4 8 8 16 

522 22 M. paraoxydans AP H ST 128 512 128 256 8 32 32 256 

5511 7 AP 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 1AP 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. AMP: aislada en MH-Ampicilina; AP: aislada en MH-AP; GM: aislada en MH-GM; 

Se muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodología. 
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Tabla V.3. Valores de la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima bactericida (CMB) en µg/mL, determinadas para las bacterias endocitobiontes (BE) 

evaluadas (n = 51). Continuación. 

AVL BE IDENTIFICACIÓN 
RESISTENCIA 

ANTIBIOGRAMA 

APRAMICINA HIGROMICINA GENTAMICINA ESTREPTOMICINA 

CMI CBI CMI CBI CMI CBI CMI CBI 

62112 1AMP 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 AP H 256 1024 128 256 4 8 8 16 

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

72 11AP P. lautus AP H 32 64 16 64 1 1 2 4 

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

Se muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodología. 
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1.2.2. Perfil de resistencia a aminoglucósidos y posibles mecanismos de 

resistencia 

Para estudiar en mayor profundidad los perfiles de resistencia a los antibióticos aminoglucósidos 

de la selección de cepas de BE, se evalúa su sensibilidad a un panel de antibióticos de esta 

familia, tal y como describe la metodología del Apartado III.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 

consiguió su crecimiento adecuado para este estudio. 

Los aminoglucósidos son una familia de antibióticos que se unen al sitio A del ARN ribosómico 

(ARNr) 16 S, que conforma la subunidad 30 S del ribosoma, el cual reconoce los aminoacil-ARN 

de transferencia (ARNt), inhibiendo la síntesis de proteínas y provocando consecuentemente la 

muerte de la bacteria. La resistencia a estos antibióticos puede deberse a diferentes 

mecanismos: (1) la modificación enzimática e inactivación de los aminoglucósidos, (2) la 

disminución de su concentración 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 unión de los aminoglucósidos (Shaw y col., 1993). En este 

último caso se han detectado tanto mutaciones en el propio ARNr 16 S en Mycobacterium 

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

El mecanismo de resistencia más común a aminoglucósidos se debe a la inactivación enzimática 

mediante enzimas modificadoras de aminoglucósidos (EMA), que pueden ser de tres tipos: 

acetiltransferasas (AAC), nucleotidiltransferasas o adenililtransferasas (ANT) y fosfotransferasas 

(APH). Estas suelen adquirirse mediante genes presentes en plásmidos y/o asociados a 

transposones, que ayudan a la rápida diseminación de resistencias entre especies. Estas enzimas 

se codifican en función del tipo de modificación enzimática (AAC, ANT, APH), el sitio de 

modificación (1, 3, 6, 9, 2’, 3’, 4’, 6’, 2”, 3”), los perfiles de resistencia que otorgan (I, II, III, IV, V, 

etc.) y la estructura de la proteína (a, b, c, etc.); de tal forma que, las enzimas AAC(6’)-Ia y la 

AAC(6’)-Ib son dos proteínas únicas que confieren perfil de resistencia idénticos. La 

nomenclatura de los genes que codifican estas enzimas: aac(6’)-Ia y aac(6’)-Ib son genes únicos 

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

Atendiendo al perfil de resistencias a aminoglucósidos de las bacterias evaluadas (Tabla V.4), se 

puede inferir la o las EMA que expresan, tal y como se desarrolla a continuación. No obstante, 

para definir de forma concreta el mecanismo de resistencia subyacente, debería comprobarse 

la presencia o ausencia de los genes codificantes mediante técnicas moleculares y/o de 

secuenciación, lo cual, sería de gran interés para realizar en futuros estudios. 
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Como se observa en los resultados, la resistencia a higromicina es la más prevalente en las BE 

evaluadas: el 95 % de las BE seleccionadas para el estudio de aminoglucósidos muestran 

resistencia a higromicina, de las cuales, 35 bacterias muestran además CMI ≥ 128 µg/mL (Tabla 

V.3). La resistencia a este antibiótico se ha visto ligada a la expresión de la fosfotransferasa 

APH(4)-Ia en Escherichia coli (bacteria gram negativa) y a la APH(7”)-Ia 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 antibiótico. Los 

genes que codifican estas enzimas, hphB e hyg respectivamente, se han encontrado codificadas 

en plásmidos de bacterias de origen animal y humano (Gómez-Lus, 1998; Shaw y col., 1993), y 

podrían ser los responsables de la resistencia en las bacterias gram negativas y gram positivas 

del presente estudio, respectivamente. 

La segunda resistencia más prevalente entre los aminoglucósidos 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, así como  la ANT(9)-I lo hace en varias especies de Enterococcus spp. y 

Staphylococcus spp. (bacterias gram positivas), codificada por los genes ant(9)-I en plásmido y 

trasposón (Ramirez y col., 2010; Ramirez y Tolmasky, 2010; Shaw y col., 1993; Zarate y col., 

2018). La enzima ANT(3”)-I 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 SPCR que también son STR 

sean portadoras del gen que codifica esta enzima (aadA), el cual puede transferirse tanto por 

plásmidos 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 µg/mL (Tabla V.3). De estas 26, 19 bacterias muestran el perfil SPCR STR citado y, 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 codificación plásmidica y cromosómica, por APH(3”)-I en Acinetobacter 

baumannii y Staphylococcus, APH(3”)-II en E. faecalis, y por la enzima APH(6”)-I 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 aminoglucósidos evaluados (n = 55).  

CÓDIGO BE RESISTENTE A AK DK GMB GMC1 GMC2 GMC1A KA KB 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 H ST 36 36 28 34 36 0 17 18 36 40 28 34 19 

1113.8AMP B. cereus H 22 21 21 21 23 - 20 21 13 23 16 22 9 

1113.9AMP B. clausii H ST 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 H ST 40 43 32 42 44 42 28 28 44 42 37 42 25 

1113.12 B. clausii H K ST 32 32 24 30 34 33 16 15 28 33 25 30 18 

1113.13AMP B. clausii H K ST 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 H K ST 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 H ST 29 34 33 35 36 40 30 30 32 30 27 34 8 

142.1 AP M. luteus AP H K ST 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 

211.1AP M. arborescens/imperiale AP H 23 14 30 35 29 26 15 20 0 34 17 21 0 

211.2AP M. arborescens/imperiale AP H 23 14 28 23 27 23 14 20 0 33 12 21 0 

211.3 AP M. arborescens/imperiale AP H 23 12 27 24 30 27 15 21 0 35 18 22 0 

211.4 AP M. arborescens/imperiale AP H 23 12 29 25 32 26 15 20 0 37 18 22 0 

211.5 AP 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 

2121.5GM S. warneri GM H K 24 14 0 10 11 10 0 15 0 36 26 19 0 

2121.7 GM 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. AMP: aislada en MH-Ampicilina; AP: aislada en MH-AP; GM: aislada en MH-GM. Se 

muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodología. 
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Tabla V.4. Halos (mm) de las bacterias endocitobiontes (BE) a los aminoglucósidos evaluados (n = 55). Continuación. 

CÓDIGO BE RESISTENTE A AK DK GMB GMC1 GMC2 GMC1A KA KB 2’NET NM PM SIS SPC 

2121.10 S. warneri GM H K 26 0 9 17 20 20 0 0 16 25 0 29 0 

2121.20 S. warneri GM H K 30 20 12 18 24 27 0 6 18 26 6 29 9 

2121.21 S. warneri GM H K 28 26 11 15 23 23 0 0 18 30 0 29 0 

2121.22 GM P. indica GM H K ST 0 0 0 17 10 0 8 9 0 30 15 8 0 

2132.2AMP P. koreensis H 27 25 26 24 26 21 28 24 20 26 21 24 0 

2132.5 S. pasteuri H 24 28 28 30 30 28 25 28 28 30 24 27 0 

2132.7 AP P. agglomerans AP H 17 21 22 25 23 21 20 20 23 27 17 22 0 

231.1 S. epidermidis AP H 18 10 20 18 23 20 15 20 0 25 10 16 0 

32.4 AMP S. pasteuri H K ST 17 13 15 29 34 23 12 0 12 42 25 33 0 

4412.1 AP M. luteus AP H 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 

521.9 AMP S. pasteuri H 24 24 24 20 24 24 21 24 23 25 22 23 0 

522.10 AP M. luteus AP H 25 18 30 24 30 28 21 25 7 32 9 20 9 

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 

5511.7 AP 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 H ST 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. AMP: aislada en MH-Ampicilina; AP: aislada en MH-AP; GM: aislada en MH-GM. Se 

muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodología. 
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Tabla V.4. Halos (mm) de las bacterias endocitobiontes (BE) a los aminoglucósidos evaluados (n = 55). Continuación. 

CÓDIGO BE RESISTENTE A AK DK GMB GMC1 GMC2 GMC1A KA KB 2’NET NM PM SIS SPC 

5512.1 AP M. paraoxydans AP H ST 14 7 19 10 18 18 0 16 0 34 0 15 0 

62112.1 AMP 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 H ST 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 AP H 21 0 24 25 27 21 12 17 0 26 14 20 0 

643.1 AMP S. epidermidis H 22 26 25 32 27 25 24 24 26 27 20 25 0 

72.7 AMP S. pasteuri H K ST 19 15 15 28 30 29 10 13 12 39 26 32 0 

72.11 AP P. lautus AP H 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. AMP: aislada en MH-Ampicilina; AP: aislada en MH-AP; GM: aislada en MH-GM. Se 

muestran en rojo las resistencias revaloradas mediante esta metodología. 
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Respecto a la apramicina, 23 (40 %) de las bacterias muestran resistencia a este antibiótico y 13 

de ellas muestran una CMI ≥ 128 µg/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 única bacteria gram negativa APR en el presente estudio es Pantoea 

agglomerans 2132.7 y, atendiendo a su perfil (Tabla V.4), esta resistencia podría estar 

ocasionada por la enzima AAC(1), capaz de acetilar e inactivar apramicina y paromomicina, 

detectada en plásmidos 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 antibiótico. Esta enzima se describió por primera vez en cepas 

de Staphylococcus aureus aislados de ganado porcino y bovino, codificada en plásmidos que 

otorgaban multirresistencia (Fessler y col., 2011). Recientemente, se ha propuesto denominar 

esta enzima como AAC(2’)-III 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 mayoría de las bacterias APR presentan también resistencia o menor sensibilidad 

a paromomicina y sensibilidad a kanamicina A, por lo que podrían ser portadoras de la enzima 

AAC(2’)-III o de alguna otra EMA no descubierta todavía.  

Respecto a la resistencia a gentamicina, los dos mecanismos más frecuentes en Staphylococcus 

(y que quizá podrían 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 aminoglucósidos de utilización clínica (excepto a estreptomicina cuya resistencia está 

mediada por otras EMAs, como se ha comentado), por lo que su expresión suele ir ligada a la 

resistencia a netilmicina y kanamicina, pero sensibilidad a amikacina; aunque puede expresarse 

también resistencia a amikacina cuando la enzima está sobrexpresada (Zarate y col., 2018). 

Ounissi y col. (1990) identificaron varias cepas de cocos gram positivos que presentaban un perfil 

AKR/S, GMR, KR, NETR/S, SISR, 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 plásmidos como transposones (Ramirez y Tolmasky, 2010; Sociedad 

Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica, SEIMC, 2011). La segunda 

enzima, la ANT(4’)(4”), codificada por genes aadD albergados en plásmidos 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 además 

resistencia a dibekacina, diferenciándose de la ANT(4’)-II, que no. Atendiendo a los resultados, 

las cepas M. paraoxydans 5511.9 y 5512.1, S. epidermidis 231.1 y S. pasteuri 321.4 y 72.7 podrían 

ser productores de la enzima ANT(4’)-I, previamente detectada en Bacillus spp. (Ramirez y 

Tolmasky, 2010). La resistencia a kanamicina y amikacina también puede deberse a la enzima 

APH(3’)-III, sin embargo, esta enzima va ligada a la resistencia a neomicina (Shaw y col., 1993) y 

ninguna de las cepas evaluadas demostró resistencia a este antibiótico. No obstante, se aprecia 

cierta disminución del halo de inhibición para este antibiótico (Tabla V.4) en la cepa M. 

arborescens 622.1 y en P. agglomerans 2132.7, por lo que estas cepas podrían ser portadoras 

de esta EMA; de hecho, el gen aph(3’) que la codifica está ampliamente distribuido tanto en 

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

La enzima AAC(6’)-III expresa un fenotipo de resistencia únicamente a 2’-etil netilmicina. Aunque 

sólo 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 

antibiótico y podrían expresar una acetilasa análoga. 

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 DBKR 2’NETR y KR o 

KA
R, el cual puede deberse a una acetiltransferasa del tipo AAC(3’). Este grupo de acetilasas son 

capaces de acetilar estos y otros aminoglucósidos, englobando actualmente más de 10 tipos 

diferentes; se han visto ampliamente distribuidas en bacterias gram negativas, pero cada vez se 

detectan en más 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 podrían poseer una combinación de varias enzimas, dado que presentan resistencia a la 

mayoría de los aminoglucósidos evaluados. Las acetilasas AAC(6) son capaces de acetilar la 

mayoría de los aminoglucósidos de importancia clínica, como amikacina, netilmicina, sisomicina, 

tobramicina, gentamicina C1A y C2, aunque son menos activas frente a gentamicina C1. Este perfil 

podría encajar con estas cepas, ya que muestran mayor sensibilidad a gentamicina C1, en 

comparación con los demás aminoglucósidos evaluados. Dentro de esta familia de 

acetiltransferasas, se ha detectado la AAC(6’)-Ib-cr en Enterobacterias, asociada a transposones 

y con fluoroquinolonas como sustratos (Ramirez y Tolmasky, 2010). Según 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 análoga, ya que muestran resistencia a todos los aminoglucósidos, 

excepto a la neomicina, y además son resistentes a fluoroquinolonas. Por otro lado, la enzima 

ANT(2”)-I, codificada en plásmidos, integrones y transposones, es común 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 mayoría de aminoglucósidos podrían ser también portadoras de esta 

enzima. 

La resistencia a estos aminoglucósidos 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 están además ligadas a resistencia a macrólidos (Torres y 

Cercenado, 2010), por lo que este mecanismo de resistencia podría 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 podrían estar presentes en las bacterias estudiadas.  

En cualquier caso, lo expresado son hipótesis de los mecanismos que podrían subyacer teniendo 

en cuenta el fenotipo que presentan las bacterias (Tabla V.5); la determinación de los 

mecanismos de resistencia requiere análisis posteriores que pueden incluir técnicas 

moleculares, de secuenciación, hibridación, inmunocromatografía o clonación (March-Roselló, 

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

endocitobiontes (BE) de estudio. 

ESTACIÓN BE PERFIL DE RESISTENCIA A AMINOGLUCÓSIDOS 
POSIBLES ENZIMAS MODIFICADORAS DE 

AMINOGLUCÓSIDOS 

EM.5 M. paraoxydans AK AP DK GMB GMC1 GMC2 GMC1A H KA KB 2’NET PM SIS SPC ST 
APH(7”)-Ia; ANT(3")-I; AAC(2’)-III; AAC(6’)-APH(2”); 
AAC(6’)-Ib-cr; ANT(2”)-I 

EM.1 M. paraoxydans AK AP DK GMB GMC1 GMC2 GMC1A H KA KB 2’NET SIS SPC ST 
APH(7”)-Ia; ANT(3")-I; AAC(2’)-III; AAC(6’)-APH(2”); 
ANT(2”)-I; AAC(6) 

EM.2 ni AK AP DK GMB GMC2 GMC1A H KA KB 2’NET PM SPC ST 
APH(7”)-Ia o APH(4)-Ia; ANT(3")-I; AAC(3)-IV o AAC(2’)-III; 
ANT(2”)-I; AAC(6) 

EM.2 P. indica AK DK GMB GMC2 GMC1A H KA KB 2’NET SIS SPC ST APH(4)-Ia; ANT(3")-I; ANT(2”)-I; AAC(6) 

EM.2 S. warneri DK GMB GMC1 GMC2 GMC1A H KA KB 2’NET SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(6’)-APH(2”); ANT(2”)-I 

EM.5 M. paraoxydans AK AP DK GMC1 H KA KB 2’NET PM SIS SPC ST APH(7”)-Ia; ANT(3")-I; AAC(2’)-III; ANT(4’)-I 

EM.5 M. paraoxydans AK AP DK GMC1 H KA 2’NET PM SIS SPC ST APH(7”)-Ia; ANT(3")-I; AAC(2’)-III; ANT(4’)-I 

EM.1 M. luteus AK AP DK H KA KB 2’NET SIS SPC ST APH(7”)-Ia; ANT(3")-I; AAC(2’)-III; AAC(6’)-Ib-cr 

EM.3 y 
EM.7 

S. pasteuri  DK GMB H KA KB 2’NET SPC ST APH(7”)-Ia; ANT(3")-I; ANT(4’)-I 

EM.5 
M. luteus AP DK H KA 2’NET PM SIS SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(2’)-III; AAC(6’)-III; AAC(3’) 

M. paraoxydans AP DK H KA 2’NET PM SPC ST APH(7”)-Ia; ANT(3")-I; AAC(2’)-III; AAC(3’) 

EM.2 S. warneri GMB GMC1 H KA KB PM SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(6’)-APH(2”) 

EM.2 S. warneri DK GMB H KA KB PM SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(6’)-APH(2”) 

EM.1 P. glucanolyticus DK H KA KB 2’NET SPC ST APH(7”)-Ia; ANT(3")-I; AAC(6’)-III; AAC(3’) 

EM.2 S. epidermidis 
AP DK H KA 2’NET PM SPC 

APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(2’)-III; ANT(4’)-I 

EM.6 M. arborescens APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(2’)-III; APH(3’)-III 

EM.2 S. warneri GMB H KA KB PM SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(6’)-APH(2”) 

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

fosfotransferasa; DK: dibekacina; GM: gentamicina; EM: estación 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 aminoglucósidos y posibles mecanismos de resistencia mediados por enzimas modificadoras de aminoglucósidos (EMA) de las bacterias 

endocitobiontes (BE) de estudio. Continuación. 

ESTACIÓN BE PERFIL DE RESISTENCIA A AMINOGLUCÓSIDOS 
POSIBLES ENZIMAS MODIFICADORAS DE 
AMINOGLUCÓSIDOS 

EM.5 
M. paraoxydans 

AP H 2’NET PM SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(2’)-III; AAC(6’)-III 
M. luteus 

EM.2 M. arborescens* AP DK H 2’NET SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(2’)-III; AAC(6’)-III; AAC(3’) 

EM.5 K. rhizophila AP 2’NET SPC ST ANT(3”)-I; AAC(2’)-III; AAC(6’)-III 

EM.6 S. pasteuri AP GM H SPC ST  APH(7”)-Ia; ANT(3”)-I; AAC(2’)-III 

EM.1 B. clausii H KA KB SPC ST APH(7”)-Ia; ANT(3”)-I 

EM.1 B. clausii H KA KB ST APH(7”)-Ia; ANT(6)-I o APH(6”)-I 

EM.6 S. equorum GM H SPC ST APH(7”)-Ia; ANT(3”)-I 

EM.5 
S. equorum 

H 2’NET SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(6’)-III 
S. epidermidis 

EM.1 B. clausii GMC1A H ST APH(7”)-Ia; ANT(6)-I o APH(6”)-I 

EM.1 B. clausii H KB ST APH(7”)-Ia; ANT(6)-I o APH(6”)-I 

EM.1 ni AP H K ST APH(7”)-Ia; ANT(6)-I o APH(6”)-I; AAC(2’)-III 

EM.2 P. agglomerans AP H SPC APH(4)-Ia; APH(9); AAC(1); APH(3’)-III 

EM.7 P. lautus 
AP H SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(2’)-III 

EM.4 M. luteus 

EM.1 B. cereus H 2’NET SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I; AAC(6’)-III 

EM.1 B. licheniformis 

H SPC ST APH(7”)-Ia; ANT(3”)-I EM.5 B. niabensis 

EM.6 S. pasteuri 

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

fosfotransferasa; DK: dibekacina; GM: gentamicina; EM: estación 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 aminoglucósidos y posibles mecanismos de resistencia mediados por enzimas modificadoras de aminoglucósidos (EMA) de las bacterias 

endocitobiontes (BE) de estudio. Continuación. 

ESTACIÓN BE PERFIL DE RESISTENCIA A AMINOGLUCÓSIDOS 
POSIBLES ENZIMAS MODIFICADORAS DE 
AMINOGLUCÓSIDOS 

EM.2 S. epidermidis GM H  APH(7”)-Ia 

EM.1 B. clausii H ST APH(7”)-Ia; ANT(6)-I o APH(6”)-I 

EM.2 P. koreensis H SPC APH(4)-Ia; APH(9) 

EM.1 S. warneri 

H SPC APH(7”)-Ia; ANT(9)-I 

EM.1 S. epidermidis 

EM.6 S. epidermidis 

EM.6 S. equorum 

EM.6 S. parteusi 

EM.2 S. pasteuri 

EM.5 S. pasteuri 

EM.1 B. clausii ST ANT(6)-I o APH(6”)-I 

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

fosfotransferasa; DK: dibekacina; GM: gentamicina; EM: estación 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 evaluación de la sensibilidad a antibióticos de diferentes familias, y a los aminoglucósidos 

con mayor profundidad, a continuación, se desarrollan y discuten los perfiles de resistencia 

encontrados en las diferentes bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos (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 Capítulo IV. Este género, debido a su relevancia 

clínica, ha sido ampliamente estudiado y cuenta con diversos protocolos para la caracterización 

fenotípica de resistencias a antibióticos. Por ello, y atendiendo a las guías del Comité Europeo 

de Estudio de la Susceptibilidad a Antimicrobianos (EUCAST, 2024), del Instituto de Estándares 

Clínicos y de Laboratorio (CLSI, 2020) y de la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y 

Microbiología Clínica (SEIMC, 2011), se evaluó la sensibilidad a antibióticos adicionales al panel 

general, como penicilina (betalactámico), cefoxitina (cefalosporina), clindamicina (lincosamida) 

y tetraciclina, sumando un total de 20 antibióticos evaluados. Tras analizar el perfil de 

resistencia, se detectan 25 perfiles de resistencia diferentes; encontrándose en todos ellos 

resistencia a higromicina y susceptibilidad a exposición aumentada de ciprofloxacino. En 16 de 

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

Respecto a los aminoglucósidos, se observa que todas las cepas son resistentes a higromicina 

(con valores de CMI entre 32 y >1024 µg/mL) y varias cepas son resistentes a kanamicina, 

gentamicina (CMI entre 8 y >256 µg/mL), apramicina (CMI entre 16 y 512 µg/mL) y 

estreptomicina (CMI entre 16 y >256 µg/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 mayoría de los aminoglucósidos de uso clínico excepto a la 

estreptomicina (SEIMC, 2011; Torres y Cercenado, 2010). La resistencia a estreptomicina se ha 

relacionado con la producción de enzimas ANT(6)-I 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’)-IIIa (Domínguez 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 macrólidos en Staphylococcus puede asociarse con diferentes fenotipos de 

sensibilidad o resistencia a lincosamidas (como la clindamicina). Por ello, se analizó la 

sensibilidad a clindamicina mediante la prueba “D”, tal como se describe en el Apartado III.3.2.1. 

Los resultados indican que la mayoría de las cepas resistentes a macrólidos presentan el fenotipo 

MSB (resistencia a macrólidos y sensibilidad a clindamicina sin achatamiento del halo), que 

confiere resistencia a los macrólidos de 14 y 15 átomos de carbono (como eritromicina y 

azitromicina) y a las estreptograminas B. Esta resistencia está mediada por una bomba de 

expulsión activa, codificada normalmente por genes msrA presentes en plásmidos (SEIMC, 

2011). La cepa S. pasteuri 32.4 muestra el fenotipo cMLSB (resistencia a macrólidos y a 

clindamicina), indicativo de una resistencia constitutiva a macrólidos y lincosamidas. Esta 

resistencia puede deberse a modificaciones en la diana (ARN ribosómico, ARNr 23 S) por la 

acción de metilasas codificadas principalmente por genes erm o, aunque menos frecuente, por 

el gen de codificación plasmídica cfr (Ndagi y col., 2020). Este último gen confiere además 

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 podría 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 betalactámicos también es frecuente, ya que la mayoría 

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 antibióticos, 

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 

plásmidos que pueden transmitirse entre diferentes especies de Staphylococcus, pero también 

se ha observado su transmisión a Enterococcus (SEIMC, 2011). Por otro lado, el fenotipo de 

resistencia a cefoxitina es indicativo de producción de betalactamasas que conceden resistencia 

a un amplio espectro de agentes betalactámicos. Atendiendo a los resultados, todas las cepas S. 

epidermidis resultaron ser resistentes a cefoxitina y, por tanto, resistentes a meticilina y 

oxacilina (corroborado además por la resistencia a este segundo antibiótico). En la mayoría de 

los casos, esta resistencia se debe a la adquisición del gen mecA, localizado en un elemento 

genético móvil. Este gen codifica para una proteína fijadora de penicilina alternativa, la PBP2a, 

con baja afinidad por betalactámicos (Moses y col., 2024) y, por tanto, capaz de otorgar 

resistencia a estos antibióticos, a la combinación de betalactámico e inhibidor de 

betalactamasas, a varias cefalosporinas, monobactámicos 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 algún otro tipo de mecanismo de resistencia, el cual 

requeriría de otras pruebas para ser determinado, como la detección de betalactamasas 

mediante técnicas moleculares (Ruiz, 2020). 

En cuanto al resto de antibióticos analizados, señalar la detección de dos cepas de S. epidermidis 

(521.7 y 643.2) resistentes a la combinación 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 río del que provienen. En Staphylococcus, la resistencia a tetraciclinas puede 

deberse a bombas de eflujo o la producción de proteínas de protección ribosomal; la resistencia 

a trimetoprim se atribuye a la expresión de dihidrofolato reductasas con baja afinidad a este 

antibiótico; la resistencia a fenicoles puede deberse a inactivación enzimática, expulsión activa 

mediante transportadores, modificación de la diana o protección 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 señalar 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 macrólidos y 

ninguna es multirresistente. Estos resultados se han observado en estudios previos (Moses y 

col., 2024; Sierra, 2005; Vázquez 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 cunícola, en leche y otros alimentos de origen animal, así como en agua potable, 

aguas residuales, y agua salada (Brauge y col., 2024; Faria y col., 2009; Goñi 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 Capítulo IV. Tras analizar el perfil 

de resistencia al panel general compuesto por 16 antibióticos de diferentes familias, se 

detectaron 12 perfiles de resistencia diferentes; encontrándose en todos ellos resistencia a 

aminoglucósidos y macrólidos y, en 11 (92 %), resistencia a betalactámicos. 

Respecto a la resistencia a aminoglucósidos, casi todas las cepas resultaron resistentes a 

higromicina (con CMI variables desde 4 hasta 512 µg/mL) y varias cepas de B. clausii y B. 

licheniformis y B. niabensis demostraron resistencia a apramicina, kanamicina y/o 

estreptomicina, esta última con valores de CMI ≥ 256 µg/mL. Todas las cepas resultaron 

sensibles a gentamicina, con valores de CMI entre 0,5 y 4 µg/mL. En estudios previos se han 

detectado cepas de B. clausii y B. licheniformis resistentes a kanamicina y estreptomicina 

debidas a la producción de la fosfotransferasa APH(3') en el caso de la kanamicina (Agerso y col., 

2018) y a mutaciones puntuales cromosómicas en el gen rpsL de la proteína ribosómica S12 

(Abbrescia y col., 2014) o a la presencia de adenililtransferasas codificadas por el gen aadD2 

(Bozdogan y 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 

µg/mL, superiores a los reportados en otras cepas resistentes a este antibiótico (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 combinación 

sulfadiazina-trimetoprim y quinolonas (Adamski y col., 2023; Adimpong y col., 2012; Anokyewaa 

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

La resistencia a macrólidos, concretamente a eritromicina, se ha detectado previamente en 

diferentes especies de Bacillus, como B. licheniformis, B. clausii o B. cereus, codificada tanto por 

genes plásmidos como cromosómicos (Adamski y col., 2023; Adimpong y col., 2012). En el caso 

de B. cereus, la resistencia a macrólidos parece que puede ser tanto intrínseca como adquirida, 

dependiendo de la cepa (Wang y col., 2015). 

Otros investigadores también han obtenido altos porcentajes de cepas de Bacillus resistentes a 

betalactámicos y cefalosporinas (Gao y col., 2018; Soundhararajan y 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 intrínseca a estos antibióticos, capaces de producir 

betalactamasas y proteínas de unión 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 río Segre a su paso por Lérida 

(EM.1). En otros estudios, también se han aislado cepas multirresistentes de B. cereus, B. 

licheniformis y Bacillus spp. a partir de muestras ambientales como aguas residuales (Shen y col., 

2024) e instalaciones ganaderas del sector ovino y bovino (Abbas y col., 2023; Adamski y col., 

2023; Santamarina-García y col., 2024); no obstante, esta es la primera vez que se describen 

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

Las dos cepas de Paenibacillus spp. detectadas se analizan también según los puntos de corte 

de Bacillus spp., tal y como indica la guía CLSI (2015). Se observa de esta forma que ambas cepas 

son resistentes a betalactámicos y aminoglucósidos, pero sus perfiles de resistencia son 

diferentes: P. glucanolyticus es además resistente a macrólidos, cloranfenicol y minociclina, 

considerándose cepa de multirresistencia extendida, mientras que P. lautus es resistente a 

quinolonas y fluoroquinolonas, considerándose cepa multirresistente. 

Respecto a los aminoglucósidos, ambas cepas son resistentes a higromicina, con valores de CMI 

de 256 µg/mL, P. lautus es resistente a apramicina, con una CMI de 32 µg/mL, y P. glucanolyticus 

es resistente a kanamicina y estreptomicina, esta última con valores de CMI de 256 µg/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 

midió mediante antibiogramas con discos de 4 µg (Kochansky y col., 2001), una carga inferior a 

la empleada en el presente trabajo y a la establecida por las guías de referencia. Se ha detectado 

la resistencia de Paenibacillus a otros aminoglucósidos (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, así como otras cepas de Paenibacillus resistentes 

a betalactámicos, aminoglucósidos, macrólidos y cloranfenicol y con perfiles de multirresistencia 

en muestras ambientales variadas, incluyendo granjas de ganado bovino y vacuno, así como 

digestores de estiércol (Abbas y col., 2023; Pednekar y col., 2010; Sanz-Nieto y col., 2017; Sun y 
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col., 2020). Sin embargo, hasta la fecha, nunca se habían 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 Capítulo IV. Según la 

guía CLSI (2015), la sensibilidad de estas bacterias se ha de interpretar con los puntos de corte 

establecidos para Corynebacterium spp. Atendiendo a los antibióticos recomendados, se evalúa 

adicionalmente la sensibilidad de las cepas de Microbacterium a tetraciclina; de esta forma, se 

estudia su sensibilidad a un total de 17 antibióticos. 

Tras analizar el perfil de resistencia, se detectaron 8 perfiles de resistencia diferentes; 

encontrándose en todos ellos resistencia a oxacilina, apramicina, higromicina y, en 7 de ellos   

(88 %), también a ácido nalidíxico. 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 expresión de 

bombas de expulsión, lo cual suele asociarse con la resistencia a ciprofloxacino (Sierra, 2005), 

mecanismo que podría encontrarse en las cepas M. paraoxydans 522.22 y 5511.11. 

Recientemente se ha detectado una enzima glutamina sintetasa (gen glnA) capaz de N-acetilar 

norfloxacino y producir bajo nivel de resistencia a este antibiótico en una cepa de 

Microbacterium aislada de una estación depuradora de aguas residuales (Kim y col., 2013). 

Cabe señalar que se observan diferencias en los perfiles de resistencia dependientes de especie: 

todas las cepas de M. arborescens/imperiale muestran resistencia a la combinación de 

sulfadiazina-trimetoprim, mientras que todas las cepas de M. paraoxydans muestran resistencia 

a macrólidos. 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 antibióticos esté influenciada por la zona 

de estudio, al haberse detectado todos los casos en bacterias que pertenecen a AVL aisladas del 

río Alcanadre a su paso por Sariñena (EM.5). Otras tres cepas mostraron resistencia a 

ciprofloxacino, cloranfenicol y a sulfametoxazol-trimetoprim. 
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Respecto a los aminoglucósidos, todas las cepas de Microbacterium resultaron resistentes a 

apramicina (con valores de CMI entre 64 y 512 µg/mL) e higromicina (con valores de CMI entre 

32 y 256 µg/mL); además, varias cepas de M. paraoyxdans resultaron resistentes a kanamicina, 

gentamicina (con valores de CMI entre 8 y 16 µg/mL) y/o estreptomicina (con valores de CMI ≥ 

128 µg/mL). Estudios previos han reportado cepas de M. paraoxydans resistente a gentamicina 

(con valores de CMI > 16 µg/mL) aisladas de verdura (Yi y col., 2022) y cepas de M. arborescens 

y M. imperiale (con valores de CMI entre 8 y 64 µg/mL) en muestras clínicas (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 (Ignasiak y Maxwell, 2017; 

Ozatkas y col., 2012); sin embargo, parece que este es el primer estudio en el que se aíslan 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 

clínicas, pero nunca antes se habían 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 además multirresistencia extendida. En otros estudios 

también se han aislado cepas multirresistentes de M. paraoxydans a partir de muestras 

ambientales (Campista-León y col., 2022); sin embargo, la información relativa a resistencias en 

cepas de M. arborescens/imperiale es muy escasa aun habiéndose detectado esta especie en 

muestras clínicas (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 información disponible para Staphylococcus spp., tal y como indica la guía 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 ríos (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 µg/mL) y ácido 

nalidíxico, tres además son resistentes a oxacilina, kanamicina y apramicina (con valores de CMI 
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entre 64 y 256 µg/mL). Las cepas 4412.5 y 522.10 muestran resistencia a macrólidos y la cepa 

142.1 también presenta resistencia a estreptomicina (CMI = 64 µg/mL); todas las cepas de M. 

luteus exhiben sensibilidad a gentamicina (con valores de CMI entre 2 y 4 µg/mL). 

La resistencia a betalactámicos, macrólidos, aminoglucósidos 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 y 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. Además, es también el primer registro de cepas 

de M. luteus resistentes a antibióticos aisladas de AVL. 

Como puede observarse, todas las cepas de Micrococcus resultaron ser multirresistentes. 

Recientemente, y mediante secuenciación, se ha identificado la presencia de genes que 

codifican bombas de eflujo de “multi-antibióticos” en una cepa de M. luteus aislada de suelo 

(Lean y col., 2021); sin embargo y, hasta donde la autora conoce, sólo se han detectado cepas 

multirresistentes de esta especie en muestras clínicas (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 

mayoría de los antibióticos (Ozatkas y col., 2012; Pekala y col., 2018). Se observa que ambas 

cepas muestran resistencia a oxacilina y sensibilidad a exposición aumentada o resistencia a 

ciprofloxacino; la cepa 2132.6 además es resistente a ácido nalidíxico y la cepa 521.6 mostró 

resistencia a apramicina y estreptomicina. La resistencia a estreptomicina y quinolonas, entre 

ellas ácido oxolínico (quinolona de primera generación como el ácido nalidíxico) 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 clínicos (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, además, cepas resistentes a antibióticos en el interior de 

AVL. Atendiendo a los resultados, no se ha detectado ninguna cepa de Kocuria multirresistente, 

pero sí se ha documentado su existencia tanto en ganado vacuno (Oliveira y col., 2022), como 

en casos clínicos (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 antibióticos betalactámicos recomendados para Pseudomonas 

(EUCAST, 2024; CLSI, 2015, 2020), se evalúa 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 evalúa la sensibilidad de ambas cepas a un total de 19 

antibióticos. Atendiendo a los resultados, la cepa P. koreensis 2132.2, es resistente a cefepima 

y aztreonam. La disminución en Pseudomonas de la susceptibilidad a betalactámicos es 

parcialmente debido a la disminución en el número y la variación de expresión de porinas (Ndagi 

y col., 2020), aunque es muy frecuente la presencia de betalactamasas y proteínas de unión a 

penicilina (Heir y col., 2021).  

Esta cepa también muestra resistencia a los macrólidos evaluados (azitromicina y eritromicina), 

lo cual es comprensible ya que las Pseudomonas se consideran intrínsecamente resistentes, 

aunque recientemente se ha puesto en duda este hecho (Goltermann y col., 2022). Un estudio 

genómico detectó la presencia de genes que codifican para transportadores y bombas de eflujo 

de macrólidos en una cepa de P. koreensis ambiental, los cuales podrían ser los causantes de 

esta resistencia (Gu y col., 2020). Ante las dudas y al considerarse habitualmente resistencia 

intrínseca, no se considera esta en el cálculo del índice MRA (Tabla V.2). 

Se han aislado cepas de P. koreensis resistentes a cefalosporinas, monobactámicos y macrólidos 

en purín de ganado vacuno, suelos de granjas, el sector lácteo, peces y estaciones de 

tratamiento de agua potable (Abbas y col., 2023; Lau y col., 2024; Sala-Comorera y col., 2016; Yi 

y col., 2024) y, aunque no se han aislado cepas de P. koreensis resistentes a partir de AVL, sí 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 ningún tipo de referencia para evaluar la sensibilidad a 

Pseudoxanthomonas. Por ello, se evalúa la sensibilidad de la cepa P. indica 2121.22 según los 

puntos de corte de Pseudomonas al ser este el género más cercano taxonómicamente entre los 

presentes en las guías utilizadas (EUCAST, 2024; CLSI, 2015, 2020). Atendiendo a los resultados, 

esta cepa es resistente a la mayoría de aminoglucósidos evaluados:  gentamicina (CMI = 2 µg/mL 

y diámetro de los halos de inhibición a GMB, GMC2, GMC1A ≤ 10 mm), higromicina (CMI > 1024 

µg/mL), kanamicina y estreptomicina (CMI = 64 µg/mL), además de a ampicilina y oxacilina. La 

resistencia a este último antibiótico es esperable ya que la oxacilina suele emplearse frente a 



Capítulo V 

171 
 

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 cálculo del índice MRA (Tabla V.2). 

El presente estudio supone la primera descripción del perfil de resistencia de una cepa de P. 

indica, aislada además 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 antibióticos 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 aíslen cepas de P. indica multirresistentes.  

Por último, el género Pantoea se evalúa según 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 cálculo del 

índice MRA), higromicina (CMI = 256 µg/mL), kanamicina, azitromicina, eritromicina y ácido 

nalidíxico, mostrando por tanto un perfil de multirresistencia. La resistencia a betalactámicos y 

a aminoglucósidos se ha relacionado con la producción de betalactamasas y enzimas 

modificadoras de aminoglucósidos, mientras que la resistencia a quinolonas se ha relacionado 

con mutaciones puntuales de los genes gyrA y/o parC y la producción de proteínas Qnr que 

protegen las dianas de la inhibición de quinolonas (Markovska y col., 2019). La resistencia a 

macrólidos parece ser frecuente en esta especie bacteriana (Buligina y col., 2016; Mukuna y col., 

2023) y suele deberse a la producción de bombas de eflujo (Gomes y col., 2016b). Estas 

resistencias, así como fenotipos de multirresistencia, se han detectado en cepas de P. 

agglomerans aisladas de muestras clínicas (Hussein y col., 2020; Sharma y 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 antibiótico. Además, este es la primera vez que se documenta la 

presencia de cepas de esta especie resistentes a antibióticos en el interior de una AVL. 
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2. ESTUDIOS PREVIOS Y DEFINICIÓN DE NUEVAS BACTERIAS 

ENDOCITOBIONTES RESISTENTES A ANTIBIÓTICOS (BERA) 

Hasta la fecha, se ha demostrado la capacidad de las AVL de depredar bacterias resistentes a 

antibióticos (BRA) y protegerlas de tratamientos de desinfección (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 Sudáfrica, Carstens y col. (2014), evaluaron la 

presencia de bacterias resistentes a antibióticos en AVL aisladas a partir de aguas subterráneas; 

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 más familias de antibióticos. Las resistencias más recurrentes 

fueron a betalactámicos, macrólidos y cloranfenicol, sumado a esto, más de la mitad de las BE 

mostró 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 antibiótico en el estudio de Carstens y col. puede deberse a 

que las muestras de agua subterránea se tomaron en su mayoría en zonas urbanas. En un 

hospital en Perú, aislaron Mycobacterium gordonae del interior de una Acanthamoeba y, 

analizando sus genes de resistencia a antibióticos (GRA), detectaron genes de resistencia a 

fosfomicina, rifamicinas, macrólidos y aminoglucósidos (Cabello-Vílchez 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, 

únicamente mostraban resistencias naturales (Delumeau y col., 2023). Recientemente, y con el 

auge de la secuenciación masiva, en un estudio en Sudáfrica, 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 antibióticos, entre 

ellos aminoglucósidos, trimetoprim, sulfonamidas, macrólidos, betalactámicos y cefalosporinas, 

quinolonas, tetraciclinas, fenicoles, rifamicinas y lincosamidas. En dicho estudio, el GRA 

dominante fue a aminoglucósidos (aph6), seguido de resistencia a trimetoprim (dfrA15 y dfrA5), 

sulfonamidas (sulI y SulII), y macrólidos (msrA y mphC), aunque ha de señalarse que la presencia 

de GRA no implica necesariamente la expresión fenotípica de su resistencia (Deekshit y 

Srikumar, 2022). 

Comparando el origen de estas bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos o con GRA 

(un hospital, aguas subterráneas susceptibles de contaminación minera, agrícola, municipal y 
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séptica, así como dos EDAR), y a pesar de la poca literatura al respecto, parece que la presencia 

de bacterias resistentes a antibióticos en el interior de AVL está influenciada por actividades 

humanas y el consecuente impacto de los antibióticos (Cabello-Vílchez y col., 2022; Carstens y 

col., 2014; Conco-Biyela y col., 2024). El único estudio en el que, al evaluar la resistencia de las 

BE extraídas de AVL, no se detectaron resistencias adquiridas fue en el estudio realizado en 

aguas termales de Guadalupe (Delumeau y col., 2023). Estas aguas origen volcánico (25 – 40 °C) 

probablemente no están expuestas a contaminación por antibióticos. 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, así lo reflejan los resultados, al 

resultar el 74 % de las BE multirresistentes, presentes en 20 de las 21 AVL evaluadas (95 %) y el 

índice MRA > 0,2 en el 73 % de las BE estudiadas, indicativo de que las bacterias provienen de 

una alta presión antibiótico. Aún así, no puede subestimarse el potencial papel de las AVL en la 

aparición y diseminación 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 capítulo. 

Atendiendo a la bibliografía disponible, merece la pena subrayar que este es, hasta donde la 

autora conoce, el estudio más completo de bacterias resistentes a antibióticos aisladas del 

interior de AVL. Así 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 antibióticos aisladas del interior de amebas de vida libre. 
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3. ESTUDIO GENOTÍPICO DE LAS BACTERIAS 

ENDOCITOBIONTES: PRESENCIA Y CARACTERIZACIÓN 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 antibióticos a las BE, se analiza 

la presencia de integrones de clase 1, 2 y 3 de una selección que de las 62 cepas que presentan 

los perfiles de resistencia (tanto generales como a aminoglucósidos) más relevantes. Para ello, 

se amplifican los genes intI1, 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 asociación con elementos genéticos móviles (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 selección de bacterias endocitobiontes resistentes a 

antibióticos (BERA) de interés se realiza siguiendo la metodología descrita en el Apartado III.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 intI1, intI2 y/o intI3. La detección de cepas 

positivas para estas PCR supone la existencia de integrones capaces de incorporar casetes 

genéticos (Ruíz, 2007). Estos casetes genéticos se localizan en regiones variables de los 

integrones tras integrarse entre dos sitios de recombinación y, generalmente, codifican genes 

de resistencia frente a antibióticos. Un mismo microorganismo puede incorporar y acumular 

varios casetes en los integrones, convirtiendo a estos EGM en reservorios genéticos que les 

permite adaptarse rápidamente a las diferentes presiones selectivas y que, además, pueden 

compartirse entre bacterias. Hasta la fecha se han identificado más de 130 genes de resistencia 

a antibióticos (GRA) distintos, capaces de conferir resistencia a la mayoría de los betalactámicos, 

a todos los aminoglucósidos, cloranfenicol, trimetoprim, rifamicinas, eritromicina y quinolonas, 

entre otros (Deng y col., 2015). Por tanto, los integrones detectados en las BERA estudiadas 

podrían contener los genes (o algunos de ellos) responsables de los fenotipos de resistencia, 

especialmente teniendo en cuenta que la mayoría 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 información relativa 

al estudio fenotípico y genotípico de las BERA. 

Tabla V.6. Número de bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos (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 caracterización mediante cebadores CS y ORFX. 

GÉNERO ESTACIÓN Nº BERA 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 

Microbacterium 

EM.1 1 1 0 1 0 0 1 0 

EM.2 5 5 0 5 0 0 5 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 

Paenibacillus 
EM.1 1 0 1 0 1 1 0 1 

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: estación de muestreo; ni: no identificada. 

En el presente trabajo, se detectó la presencia del gen intI1 en 41 BE (66 %). Para caracterizar 

esta clase de integrones, se realizó una segunda PCR mediante los cebadores 5’CS-F y 3’CS-R a 

las 41 BE portadoras de intI1. Mediante el proceso de caracterización, se obtuvieron 25 muestras 

positivas, de las cuales, se pudieron secuenciar 18 amplicones pertenecientes a 7 bacterias 

endocitobiontes de los ríos 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 proteínas involucradas 

en la resistencia a antibióticos (como el regulador transcripcional TetR), en posibles mecanismos 

de resistencia (como TrmK, glicosiltransferasas, deshidratasas MaoC, hidrolasas α-β o el 
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transportador MFS), en virulencia de plantas (como el Efector tipo III) y en la formación de 

biofilm (como amidasas o la proteína LCP). 

Aunque la mayoría de los estudios disponibles relativos a integrones se han enfocado en 

bacterias gram negativas responsables de infecciones clínicas, se ha comprobado que esta clase 

de integrones también está ampliamente diseminada en muestras ambientales, como 

estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) o ríos (Chen y col., 2019; Ma y col., 2013; 

Marathe y col., 2017; Tchuinte y col., 2016). De hecho, se ha propuesto como indicador de 

contaminación antropogénica (Gillings y col., 2015), por lo que, observando los resultados 

obtenidos, se puede presumir que toda la zona de estudio está impactada por actividades 

humanas. 

Los integrones de clase 1 poseen unas regiones conservadas con los genes qacE∆1 y sul1, que 

codifican resistencia a sales de amonio cuaternario y a sulfonamidas, respectivamente. Por 

tanto, cabría 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 mayoría 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 reseñable que 35 de las 41 cepas positivas para 

integrones de clase 1 (85 %) son resistentes a al menos uno de estos antibióticos (ha de tenerse 

en cuenta que a cinco cepas que no cumplen esta característica, no se les evaluó 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 SXTR y podrían poseer el gen dfrA en el integron de 

clase 1 que portan (Tabla V.7). 

En cuanto a los integrones de clase 2, se detectó su presencia en 17 (27 %) de las BE evaluadas 

(Tabla V.6). Para caracterizar estos integrones, se realizó una segunda PCR mediante los 

cebadores ATTI2-F y ORFX-R a las bacterias portadoras de intI2. Se obtuvieron 14 muestras 

positivas, de las cuales, se pudieron secuenciar 6 amplicones pertenecientes a 5 BERA de los 

mismos ríos 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 proteínas involucradas en la resistencia a antibióticos 

(transportador ABC), en posibles mecanismos de resistencia (glutaminasa) y la motilidad 

(proteínas YdgA). 
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Según la bibliografía, se ha observado una menor diversidad de casetes en esta clase de 

integrones (en comparación con la clase 1), siendo los más reportados dfrA1, sat1 y aadA1, 

atribuibles a la resistencia a trimetoprim, estreptomicina y estreptomicina/espectinomicina, 

respectivamente. Esto se ha asociado a que la mayoría de los aislamientos con integrones de 

clase 2 presentan un codón 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 

recombinación de la clase 2. También se han detectado integrones de clase 2 funcionales, sin 

ese codón de stop, portadores del gen de resistencia a trimetoprim dfrA1, más frecuentemente 

asociado con integrones de clase 1 (Gillings, 2014). 

Atendiendo a los resultados, ninguna de las cepas positivas para integrones de clase 2 mostró 

resistencia a sulfametoxazol-trimetoprim y el 88 % (15 de 17) resultaron positivas para 

integrones de clase 1. Esto podría indicar que la mayoría de los integrones de clase 2 detectados 

sean inactivos y empleen la integrasa de clase 1 para integrar nuevos casetes genéticos, lo cual 

podría explicar la diversidad de genes identificados en estos integrones (Tabla V.8). Además, 14 

de las 17 cepas positivas para el gen intI2 son resistentes a estreptomicina y/o espectinomicina 

(Tabla V.7), por lo que podrían ser portadoras de los conservados genes de resistencia sat1 y/o 

aadA1. 

Estas dos clases de integrones se consideran las más comunes entre bacterias resistentes (Collis 

y col., 2002). Por ello, resulta reseñable 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; González-Villalobos y col., 2022; Lim y col., 2009; Ploy y col., 2000). Es posible que estos 

integrones sean más 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 clínico y ambiental (en aguas residuales municipales y de hospital) y, en ellos, la mayoría 

de casetes genéticos codificaban resistencia a betalactámicos y aminoglucósidos (Correia y col., 

2003; Tchuinte y col., 2016), no encontrándose una gran diversidad de casetes, quizá 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 betalactámicos y/o aminoglucósidos, que podrían 

potencialmente explicar estas resistencias. Además, 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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podrían ser las responsables del perfil de resistencia de P. koreensis 2132.2 ya que en los 

integrones de clase 1 y 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 secuenciación de nueva generación, 

clonación o diseño de cebadores específico para la cepa de estudio (Collis y col., 2002; Correia y 

col., 2003 Tchuinte y col., 2016). Debido a esto, no se caracterizaron los integrones de clase 3 en 

el presente estudio; esta tarea sería de gran interés y proporcionaría un gran volumen de 

conocimiento sobre esta clase de EGM en futuros estudios. Sí se secuenciaron las integrasas de 

clase 3 de las cepas Staphylococcus pasteuri 62112.1 y 62112.5, con el objetivo de confirmar que 

el amplicon obtenido correspondía con la integrasa y no se trataba de una hibridación 

inespecífica. Tras analizar las secuencias y compararlas con la base de datos Gene Bank del 

Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI), ambas resultaron tener un                     

91 – 92 % de identidad con la transposasa de la familia IS3 de Mycobacterium avium CP029333.1 

(código 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 intI son positivas para la presencia de más 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 Capítulo IV, se caracteriza por su metabolismo flexible y su capacidad de producir 

una variedad de enzimas y moléculas (de alto interés biotecnológico) que les permiten 

adaptarse a diferentes ambientes; esta adaptabilidad cabe esperar que la logren mediante la 

adquisición 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 betalactámicos, incluyendo cefalosporinas y monobactámicos, 

espectinomicina y macrólidos, y S. pasteuri 32.4, que muestra un perfil de resistencia extendida 

(a betalactámicos, diversos aminoglucósidos, macrólidos, cloranfenicol, tetraciclinas, rifamicinas 

y lincosamidas), sugiriendo la acumulación 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, además, se detectó más de un 

amplicón para la misma clase de integron, lo que podría indicar que la propia bacteria contiene 

más de una secuencia de integrones de la misma clase y/o que no se amplificó la secuencia 

completa. Esto también podría deberse a hibridaciones inespecíficas en los procesos de PCR.  
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Llama la atención 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 estación de 

muestreo, se detectaron integrones de las tres clases estudiadas. Este fenómeno incita a 

sospechar que las AVL pueden tener un papel en la diseminación de integrones, lo cual se discute 

en el Apartado 4 del presente capítulo. 

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 únicamente 

integrones de clase 1 y 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 (Li y 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 metagenómicos también han detectado genes de 

integrones de clase 2 en hábitats agrícolas 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, así como integrones de clase 2 en Microbacterium. 
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Tabla V.7. Resultados del estudio fenotípico y genotípico de las bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos.  

CÓDIGO BACTERIA PERFIL DE RESISTENCIAS MR/MRX STR/SPCR INTEGRONES 

1111 34 Microbacterium paraoxydans BL AG MC QN MR STR SPCR Int1 

1113 8 Bacillus cereus BL AG MC AF SXT MRX SPCR Int1, Int3 

1113 7 Bacillus clausii BL AG MC MR STR Int1, Int2, Int3 

1113 9 Bacillus clausii BL AG MC MR STR Int1, Int2, Int3 

1113 10 Bacillus clausii BL AG MC MR STR Int1, Int2, Int3 

1113 11 Bacillus clausii BL AG MC MR STR Int1, Int2, Int3 

1113 12 Bacillus clausii BL AG MC MR STR Int1, Int2, Int3 

1113 13 Bacillus clausii BL AG MC MR STR Int2, Int3 

1113 16 Bacillus clausii BL AG MC MR STR Int1, Int2, Int3 

1113 17 Paenibacillus glucanolyticus BL AG MC AF TET MRX STR SPCR Int2, Int3 

13 1 Staphylococcus epidermidis BL AG MC MR SPCR Int1 

141 1 Bacillus licheniformis BL AG MC MR STR SPCR Int1, Int2, Int3 

142 1 Micrococcus luteus BL AG QN MR STR SPCR Int3 

142 2 Bacillus licheniformis BL AG MC QN AF TET MRX STR/ne - 

142 8 Staphylococcus warneri BL AG - SPCR Int1 

211 1 Microbacterium aborescens* BL AG QN SXT MR SPCR Int1 

211 2 Microbacterium aborescens* BL AG SXT MR SPCR Int1 

211 3 Microbacterium aborescens* BL AG SXT MR SPCR Int1 

211 4 Microbacterium aborescens* BL AG SXT MR SPCR Int1 

211 5 Microbacterium aborescens* BL AG QN SXT MR SPCR Int1 

2121 2 Staphylococcus warneri AG - SPCR Int1, Int3 

2121 3 Staphylococcus warneri BL AG - SPCR - 
AF: anfenicoles; AG: aminoglucósidos; BL: betalactámicos; FQN: quinolonas y fluoroquinolonas; Int: integrón; LC: lincosamidas; MC: macrólidos; MR: cepa multirresistente; 

MRX: cepa con multirresistencia extendida; “ni”: no identificada; “ne”: no evaluado; QN: quinolonas; R: resistente; RF: rifamicinas; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina; 

SXD: combinación de sulfadiazina y diaminopirimidina; TT: tetraciclinas; “-”: resultado negativo; * Microbacterium arborescens/imperiale. En negrita se muestran los 

integrones que pudieron secuenciarse para su caracterización. El código de colores hace referencia a las familias de antibióticos. 
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Tabla V.7. Resultados del estudio fenotípico y genotípico de las bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos. Continuación. 

CÓDIGO BACTERIA PERFIL DE RESISTENCIAS MR/MRX STR/SPCR INTEGRONES 

2121 5 Staphylococcus warneri BL AG MC TET MR SPCR Int3 

2121 7 ni  - STR SPCR Int1 

2121 10 Staphylococcus warneri AG - SPCR Int1 

2121 20 Staphylococcus warneri AG - SPCR Int1 

2121 21 Staphylococcus warneri AG - SPCR - 

2121 22 Pseudoxanthomonas indica AG - STR SPCR Int1 

2132 2 Pseudomonas koreensis BL - SPCR Int1, Int2, Int3 

2132 3 Staphylococcus epidermidis BL AG MC MR - Int1 

2132 5 Staphylococcus pasteuri AG QN - SPCR - 

2132 6 Kocuria rhizophila BL QN - -/ne Int1 

2132 7 Pantoea agglomerans AG MC QN MR SPCR Int1 

231 1 Staphylococcus epidermidis BL AG MC MR SPCR - 

32 4 Staphylococcus pasteuri BL AG MC AF TT RF LC MRX STR SPCR Int1, Int2, Int3 

35 1 Bacillus licheniformis BL AG QN SXD MR -/ne Int1, Int3 

4412 1 Staphylococcus pasteuri BL AG QN MR SPCR Int1 

521 2 Staphylococcus equorum BL AG QN MR SPCR - 

521 3 Staphylococcus epidermidis BL AG MC MR STR SPCR - 

521 6 Kocuria rhizophila BL AG - STR SPCR - 

521 7 Staphylococcus epidermidis BL AG MC QN SXD MRX SPCR - 

521 9 Staphylococcus pasteuri BL AG MC QN MR SPCR - 

522 10 Micrococcus luteus BL AG MC QN MR SPCR Int3 

522 12 Micrococcus luteus BL AG QN MR SPCR - 
AF: anfenicoles; AG: aminoglucósidos; BL: betalactámicos; FQN: quinolonas y fluoroquinolonas; Int: integrón; LC: lincosamidas; MC: macrólidos; MR: cepa multirresistente; 

MRX: cepa con multirresistencia extendida; “ni”: no identificada; “ne”: no evaluado; QN: quinolonas; R: resistente; RF: rifamicinas; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina; 

SXD: combinación de sulfadiazina y diaminopirimidina; TT: tetraciclinas; “-”: resultado negativo; * Microbacterium arborescens/imperiale. En negrita se muestran los 

integrones que pudieron secuenciarse para su caracterización. El código de colores hace referencia a las familias de antibióticos. 
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Tabla V.7. Resultados del estudio fenotípico y genotípico de las bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos. Continuación. 

CÓDIGO BACTERIA PERFIL DE RESISTENCIAS MR/MRX STR/SPCR INTEGRONES 

522 22 Microbacterium paraoxydans BL AG MC FQN AF TT RF MRX STR SPCR Int1, Int2 

5511 7 Microbacterium paraoxydans BL AG MC QN TT RF MRX SPCR - 

5511 9 Microbacterium paraoxydans BL AG MC QN RF SXD MRX STR SPCR - 

5511 10 Bacillus niabensis BL AG MC MR STR SPCR Int1, Int2 

5511 11 Microbacterium paraoxydans BL AG MC FQN TT RF MRX STR SPCR Int1 

5511 14 Bacillus pumilus AG MC - -/ne Int1, Int2 

5512 1 Microbacterium paraoxydans BL AG MC QN MR STR Int1 

5512 14 Bacillus altitudinis BL AG MC MR -/ne Int1, Int2, Int3 

5521 11 Bacillus pumilus AG MC - -/ne Int1, Int2, Int3 

62112 1 Staphylococcus pasteuri BL AG MC MR STR SPCR Int1, Int3 

62112 2 Staphylococcus pasteuri BL AG QN MR SPCR Int1 

62112 5 Staphylococcus pasteuri BL AG MC MR STR SPCR Int3 

62112 8 Staphylococcus equorum AG QN - STR SPCR Int1 

62112 9 Staphylococcus equorum BL AG QN MR SPCR Int1 

622 1 Microbacterium arborescens BL AG QN SXD MR SPCR - 

643 1 Staphylococcus warneri BL AG - SPCR Int1, Int2 

72 7 Staphylococcus pasteuri BL AG MC AF RF MRX STR SPCR Int1, Int3 

72 11 Paenibacillus lautus BL AG FQN MR SPCR - 

AF: anfenicoles; AG: aminoglucósidos; BL: betalactámicos; FQN: quinolonas y fluoroquinolonas; Int: integrón; LC: lincosamidas; MC: macrólidos; MR: cepa multirresistente; 

MRX: cepa con multirresistencia extendida; “ni”: no identificada; “ne”: no evaluado; QN: quinolonas; R: resistente; RF: rifamicinas; SPC: espectinomicina; ST: estreptomicina; 

SXD: combinación de sulfadiazina y diaminopirimidina; TT: tetraciclinas; “-”: resultado negativo; * Microbacterium arborescens/imperiale. En negrita se muestran los 

integrones que pudieron secuenciarse para su caracterización. El código de colores hace referencia a las familias de antibióticos. 
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3.2. CARACTERIZACIÓN DE LOS INTEGRONES 

Tras analizar las secuencias de los integrones de clase 1 y de clase 2 que pudieron secuenciarse 

y compararlas con la base de datos Gene Bank del Centro Nacional para la Información 

Biotecnológica (NCBI), se muestran las proteínas putativas para las que codifican, así como el 

porcentaje de identidad a dichas proteínas 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 antibióticos ABC, capaz de exportar 

o importar diferentes compuestos y, en este caso, antibióticos. De hecho, este transportador se 

ha visto asociado con resistencia a macrólidos y aminoglucósidos (Shirshikova y 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 señalar que se ha comprobado que este tipo de bombas de eflujo son beneficiosas 

para la supervivencia y replicación de Campylobacter jejuni en el interior de Acanthamoeba 

polyphaga (Vieira y col., 2017), por lo que no se puede descartar esta potencial función 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 azúcares 

MFS en un integrón de clase 1. Esta familia de transportadores utiliza la energía del gradiente 

de protones o de sodio para mover diferentes sustratos: azúcares, antibióticos, 

neurotransmisores, aminoácidos, vitaminas, iones y otros compuestos pequeños (Kumawat y 

col., 2023; Wang y col., 2020). Estos transportadores se han detectado en cepas de Bacillus spp. 

otorgándoles resistencias a lincosamidas, fluoquinolonas, tetraciclinas, rifamicinas y 

aminoglucósidos (Hassan y col., 2017; Kumawat y col., 2023), por lo que podría 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 antibióticos, 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, está ligado precisamente a la 

expresión de genes adquiridos horizontalmente (Grosse y col., 2022). La enzima TrmK (ARNt 

adenina(22)-N(1)-metiltransferasa) cataliza la metilación del ARN de transferencia (ARNt) 

bacteriano. En B. subtillis, parece que esta metilación se lleva a cabo gracias a la donación del 

grupo metilo por una SAM metilasa, por lo que es comprensible su codificación contigua. La 

TrmK es una enzima esencial en S. aureus (Sweeney y col., 2022), pero no parece serlo en B. 

subtillis (Dégut y col., 2019). Este dato resulta interesante ya que recientemente se ha observado 

que, ante concentraciones subinhibitorias de aminoglucósidos, fluoroquinolonas, 

betalactámicos, anfenicoles o trimetoprim, se producen modificaciones (como metilaciones) de 

genes ARNt y ARN ribosómicos (ARNr) no esenciales como respuesta de adaptación (Babosan y 

col., 2022). Por tanto, es posible que la presencia de este gen en el integrón de clase 1 de B. 

clausii 1113.7 y 1113.10 esté ligada a la resistencia a aminoglucósidos y macrólidos que 

expresan. Respecto al citocromo C, los aminoglucósidos parecen tener efectos sobre esta 

molécula, inhibiendo su reducción (Yamabe, 1980), por lo que cabría pensar que este gen 

codificara para un citocromo C capaz de evitar la unión a aminoglucósidos y actuar como 

mecanismo de desviación de su efecto. Resulta interesante también resaltar que el citocromo C 

se ha relacionado con la infección intracelular de Legionella pneumophila (Yip y col., 2011), por 

lo que este gen podría 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 (Capítulo IV), poseen un metabolismo muy 

versátil que les permite adaptarse a diversos ambientes. Cabría pensar que, igual que en 

ambientes contaminados este género bacteriano es capaz de producir enzimas degradadoras 

para proliferar (Su y col., 2023), en ambientes contaminados por antibióticos, produjera enzimas 

capaces de hidrolizarlos. 

Las amidasas son enzimas relacionadas con una gran variedad de procesos: se han detectado 

como responsables de la hidrólisis de betalactámicos (Holt y Stewart, 1964) y, por tanto, capaces 

de otorgar resistencia a esta familia de antibióticos, con la metabolización de xenobióticos10 

(Hodgson, 2010), que podría explicar la capacidad de las cepas de Bacillus de crecer en medios 

contaminados y biodegradar contaminantes, con la formación de biofilms (Morris y col., 2023) 

y con la síntesis de peptidoglicano de la pared celular (Vermassen y col., 2019). En este último 

 
10 Xenobiótico: 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), así como 

en la adherencia y autoagregación bacteriana, la formación de biofilm y la evasión del sistema 

inmunitario (Yaklovieva y Walvoort, 2020). También se han detectado glicosiltransferasas 

capaces de inactivar macrólidos (Bolam y col., 2007) y, en cepas de B. subtilis, toxinas fúngicas 

(Zhou y col., 2024). Por su parte, las glutaminasas son enzimas que juegan un papel fundamental 

en el metabolismo del nitrógeno y, concretamente en cepas de Bacillus spp., se han aislado 

glutaminasas que pertenecían a la superfamilia de betalactamasas serin-dependientes y a las 

proteínas de unión a penicilina (Irajie y col., 2016) que podrían estar relacionadas con la 

resistencia a betalactámicos 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/IucD/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 captación de hierro (Haupka y col., 2021). En Pseudomonas spp., a parte de la captación de 

hierro, estas enzimas están relacionadas con patogenicidad y se consideran un factor de 

virulencia (Rosy y col., 2022), por lo que este podría ser también un rol potencial en cepas de 

Bacillus spp. 

Por último, una de las secuencias identificadas en este género bacteriano codifica para la familia 

de proteínas LCP (LytR-Cps2A-Psr) y otra codifica para una enzima multifuncional ARNt 

nucleotidil transferasa/2'3'-fosfodiesterasa cíclica/2' nucleotidasa/fosfatasa o enzima de adición 

de CCA. La familia de proteínas LCP juega un papel importante en la formación de la envoltura 

celular en bacterias gram positivas y, más concretamente en Bacillus. En este género bacteriano, 

el factor LytR regula la formación de biofilm, la formación de fimbrias11, la expresión de 

exoproteinas (incluidas toxinas) y el “quorum sensing12”. Además, tanto en este como en otros 

géneros, es un factor de regulación poco común que suele afectar a la expresión 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 adición de CCA, codificada por el gen cca, está involucrada en la 

maduración de los ARNt. Resulta de especial relevancia el hecho de que la mayoría de los 

 
11 Fimbrias: estructuras delgadas y filamentosas que sobresalen de la superficie celular. Tienen diversas 
funciones, como la adherencia a superficies, la colonización de hospedadores y la formación de biofilms. 
12 “Quorum sensing”: proceso de comunicación celular bacteriano (mediante la liberación y detección de 
señales químicas) para coordinar y regular comportamientos en función de la densidad poblacional, como 
la formación de biofilm, la producción de toxinas o la activación de la virulencia. 
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eucariotas tienen solo una copia del gen codificante para esta enzima, mientras que 

Acanthamoeba spp. tiene múltiples copias; la mayoría tienen cercanía filogenética con el gen 

codificante en otros eucariotas, pero se ha descubierto que una de esas copias es 

filogenéticamente cercana al homólogo 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 adquisición, 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 proteínas putativas, se encuentra 

una proteína de la familia de reguladores TetR, especialmente conocidas por su rol en la 

regulación de las bombas de eflujo de antibióticos en microorganismos productores de 

antimicrobianos (como Streptomyces y otras Actinobacterias, filo al que pertenece 

Microbacterium) y en la regulación de la resistencia a tetraciclina en microorganismos que no lo 

son. También están involucradas en el “quorum sensing” y otros aspectos fisiológicos 

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 múltiples reacciones del 

metabolismo bacteriano (Trisolini y 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 

genómica compartida entre varias actinobacterias degradadoras de sulfonamidas, que, además, 

contienen el gen sul1 codificado en la región conservada del integrón de clase 1 (Kim y col., 

2019). Por otro lado, se identificó una oxidasa de aminas con cobre. Estas enzimas catalizan la 

oxidación de aminas, las cuales pueden estar presentes en algunos xenobióticos; esto les 

permite usar sustratos de amina como fuentes de carbono y nitrógeno (Interpro, 2024). 

Por último, se secuenció un gran número de amplicones de la cepa Pseudomonas koreensis de 

la AVL 2132 que codifican para proteínas 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 α-β, las cuales han demostrado ser capaces de metabolizar pesticidas y 

otorgar resistencia cruzada con otros xenobióticos y, entre ellos, antibióticos. En Bacillus, se ha 
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detectado este tipo de hidrolasas codificadas en plásmidos 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 proteínas de la familia 

LrgB y CidA, que afectan a la formacion de biofilm, estrés oxidativo, la supervivencia en fase 

estacionaria y la tolerancia a antibióticos (Sharma-Kuintel y col., 2009); proteínas con dominio 

GGDEF que, en Pseudomonas spp., regulan la formación y dispersión de biofilm (Gjermansen y 

col., 2006) y proteínas de la familia YdgA que, aunque no están completamente caracterizadas, 

parece que pueden estar asociadas con funciones de motilidad mediante flagelos (Uniprot, 

2024). También se identificó una proteína putativa de la familia de reguladores LuxR, la cual, 

está involucrada en la expresión de genes relacionados con virulencia en Pseudomonas spp. 

(Sánchez-Jiménez y col., 2023). 

Un caso curioso es la detección de la familia de deshidratasas MaoC, enzimas que juegan un 

papel importante en la ruta de la síntesis de ácidos grasos en bacterias. Estas enzimas tienen un 

rol importante en el género Mycobacterium spp., caracterizado por una pared celular rica en 

ácidos micólicos, lípidos que requieren hidrogenasas de la familia maoC para ser sintetizados. 

Precisamente la capa lipídica de M. tuberculosis juega un papel importante en su patogénesis, 

en su resistencia a antibióticos y en su capacidad para persistir intracelularmente y, 

expresamente, es necesaria para su proliferación 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 (García y col., 2013), 

por lo que podría darse el caso de que los genes codificantes para esta familia de proteínas 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 último, se detectaron las proteínas putativas TonB y FusC. Los transportadores TonB son 

proteínas integradas en la membrana externa que permiten captar e introducir hierro en la 

bacteria. Esta ruta está facilitada por FusC, una proteína que, mediante análisis de secuencias, 

parece haber evolucionado de la proteína homóloga vegetal (Grinter y col., 2018). Precisamente, 

y como se comenta en el Capítulo IV, P. koreensis es una bacteria que se ha encontrado en 

asociación con plantas, por ello, no es de extrañar que se haya identificado en esta cepa una 

serie de proteínas relacionadas con estos organismos. Por un lado, sintetasas de péptidos no 

ribosomales que, en Pseudomonas spp., están involucradas en la biosíntesis de ciclopéptidos, la 

regulación de “quorum-sensing” y el desarrollo de raíces en plantas hospedadoras (González y 

col., 2017). Por otro lado, se identificó también un Efector tipo III, esencial para la virulencia de 
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bacterias fitopatógenas como Pseudomonas syringae, Xanthomonas spp., Ralstonia 

solanacearum y Erwinia spp. (Büttner, 2016). Por tanto, parece que la cepa aquí estudiada, 

gracias a los factores de virulencia que porta en sus integrones, actuaría como fitopatógena. 

Merece la pena señalar que, hasta donde la autora conoce, sólo 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 inespecíficas. Aun 

así, debido a las peculiaridades del presente estudio (bacterias ambientales, menos estudiadas 

que las clínicas, y aisladas del interior de amebas), es entendible la falta de información 

contrastable. No obstante, la mayoría de las proteínas putativas identificadas durante la 

caracterización de los integrones se encuentran flanqueadas por integrasas o transposasas en 

las bacterias de referencia y, por tanto, este podría ser también el caso de las secuencias 

obtenidas en este estudio. En consecuencia, realizar posteriores estudios que permitan 

caracterizaran por completo los integrones detectados, así como evaluar la presencia de otro 

tipo de EGM en estas mismas cepas, podría aportar un conocimiento significativo sobre la TGH 

y los EGM en cepas endocitobiontes ambientales. 
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Tabla V.8. Proteínas putativas para las que codifican los amplicones de los integrones secuenciados de las bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos (BERA), tras 

comparar las secuencias con la Base de Datos del NCBI (Centro Nacional para la Información Biotecnológica), 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 PROTEÍNA PUTATIVA BACTERIA E IDENTIDAD (%) FLANQ 

B. clausii 
(1113) 

882 Citocromo c + TrmK Souchella clausii (CP155470.1) 93,2 % Tn 

558 
Metiltransferasa dependiente de SAM S. clausii (CP019985.1) 95,4 % Tn 

TrmK S.clausii (CP140150.1) 93,2 % Int 

638 Amidasa S.clausii (CP019985.1) 87,1 % Tn 

M. arborescens* 
(211) 

682 Oxidorreductasa de nucleótido de piridina-disulfuro dependiente de FAD Paenibacillus sp (CP150215.1) 93,6% - 

759 Regulador transcripcional de la familia TetR Paenibacillus sp (CP150209.1) 90,2 % - 

679 Proteína con un dominio de amina oxidasa con cobre Paenibacillus sp. (CP150269.1) 94,6 % Int 

B. niabensis 
(5511) 

618 
ARNt nucleotidiltransferasa fusionado/2',3' fosfodiesterasa cíclica/ 

2' nucleotidasa/fosfatasa CCA 
Escherichia coli (CP054345.1) 99,5 % Int 

B. pumilus 
(5511) 

785 

Transportador de azúcares de la familia MFS + 
Regulador transcripcional de la familia LytR 

Bacillus altitudinis (CP038517.1) 88,4 % Tn 

Transportador de azúcares de la familia MFS + 
Proteína de la familia LCP 

B. altitudinis (CP049589.1) 88,4 % Tn 

206 Glicosiltransferasa B. altitudinis (CP145438.1) 97,4 % Int 

333 
Monooxigenasa de la familia SidA/IucD/PvdA B. altitudinis (CP049589.1) 94,1 % - 

Ornitina monooxigenasa B. altitudinis (CP126086.1) 93,5 % Tn 

B. pumilus 
(5521) 

788 

Transportador de azúcares de la familia MFS + 
Regulador transcripcional de la familia LytR 

B.altitudinis (CP038517.1) 88,7 % Tn 

Transportador de azúcares de la familia MFS + 
Proteína de la familia LCP 

B. altitudinis (CP049589.1) 88,7 % Tn 

342 
Monooxigenasa de la familia SidA/IucD/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. Proteínas putativas para las que codifican los amplicones de los integrones secuenciados de las bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos (BERA), tras 

comparar las secuencias con la Base de Datos del NCBI (Centro Nacional para la Información Biotecnológica), y posibilidad de que la secuencia se encuentre flanqueada por 

integrones (Int) o transposones (Tn) en la bacteria de referencia. Continuación. 

BERA (AVL) LONG PROTEÍNA PUTATIVA BACTERIA E IDENTIDAD (%) FLANQ 

P. koreensis  
(2132) 

706 
Regulador transcripcional LuxR + Hidrolasa α-β P. atacamensis (CP087167.1) 96,6 % Tn 

Receptor TonB P. atacamensis (CP087167.1) 96,3 % - 

363 Proteína de la familia FUSC P. atacamensis (CP087167.1) 98,6 % Tn 

429 
Proteína de la familia LrgB + Proteína de la familia CidA/LrgA + 

Deshidratasa de la 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 α-β  Pseudomonas sp. (CP117458.1) 87,5 % Tn 

634 Efector Tipo III P. atacamensis (CP077081.1) 89,8 % Tn 

1152 Proteína con un dominio GGDEF P. atacamensis (CP070503.1) 92,6 % Tn 

INTEGRONES DE CLASE 2 

BERA (AVL) LONG PROTEÍNA PUTATIVA BACTERIA E IDENTIDAD (%) FLANQ 

B. clausii (1113) 573 Transportador multi-antibiótico ABC S. clausii (CP019985.1) 99,5 % Tn 

B. pumilus (5521) 323 Glutaminasa B. altitudinis (CP011150.1) 96,8 % Int 

P. koreensis (2132) 606 Proteína 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 

ANTIBIÓTICOS 

El gran consumo de antibióticos tanto en humanos como animales provoca que una gran parte 

de estos acaben en el medio ambiente y, en gran medida, en los ecosistemas acuáticos. La 

presencia de concentraciones subinhibitorias de estos antibióticos en matrices ambientales 

genera una presión selectiva que promueve la aparición de resistencias a antibióticos y su 

diseminación mediante mecanismos de transferencia genética horizontal (TGH) entre bacterias 

(Abbas y col., 2023; Pérez y col., 2022). Poco a poco, las bacterias resistentes a antibióticos (BRA) 

desplazan las poblaciones bacterianas y cada vez son mayores los porcentajes de bacterias 

multirresistentes en ambientes acuáticos naturales, llegándose a encontrar BRA en aguas 

alpinas, glaciares e incluso en la Antártida (Navarro y col., 2023; Scott y col., 2020). Ante esta 

situación, cabe esperar que las amebas de vida libre (AVL) depreden BRA. 

Como se explica en el Capítulo IV, hay bacterias capaces de sobrevivir en el interior de las AVL y, 

dada la alta resistencia de estas ante condiciones adversas, las AVL pueden actuar como vectores 

de BRA, transportándolas y protegiéndolas de procesos de potabilización y desinfección y, por 

tanto, suponer un riesgo para las personas expuestas a estas aguas (García y col., 2013). Ante 

este panorama y con el objeto de profundizar en el conocimiento sobre este rol de las AVL, se 

evaluó la presencia de BRA en el interior de AVL aisladas a partir de aguas superficiales de ríos 

de la Cuenca del Ebro con presión ganadera. 

Como manifiestan los resultados (Apartado V.1), todas las AVL evaluadas demostraron ser 

portadoras de bacterias capaces de crecer en presencia de antibióticos y, en todas las aguas 

superficiales evaluadas, se detectaron bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos 

(BERA). Como se debate en el Capítulo IV, las BE que portan las AVL en su interior han tenido 

que estar presentes en el ecosistema acuático del que provienen. Estas han podido adquirir las 

resistencias en el propio seno del río, como consecuencia de la presión ejercida por los 

antibióticos presentes en él, o adquirirlas en las zonas adyacentes (tentativamente las 

explotaciones ganaderas) y llegar al río mediante infiltración o escorrentía (Pérez y col., 2022; 

Sidrach-Cardona y col., 2014). Para valorar sendas opciones, se comparan los perfiles de 

resistencia de las BE extraídas de AVL (Tabla V.2) con los antibióticos 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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ANTIBIÓTICOS BACTERIAS RESISTENTES 

A
zi

tr
o

m
ic

in
a 

En
ro

fl
o

xa
ci

n
a

 

Su
lf

ad
ia

zi
n

a 

Tr
im

e
to

p
ri

m
 

P
e

n
ic

ili
n

as
 

C
e

fa
lo

sp
o

ri
n

as
 

C
ar

b
ap

e
n

e
m

s 

A
zt

re
o

n
am

 

In
h

. B
e

ta
la

ct
. 

A
m

in
o

gl
u

có
si

d
o

s 

Q
u

in
o

lo
n

as
 

Te
tr

ac
ic

lin
as

 

C
lo

ra
n

fe
n

ic
o

l 

Tr
im

.-
su

lf
. 

C
lin

d
am

ic
in

a 

C
o

lis
ti

n
a 

Fo
sf

o
m

ic
in

a 

M
u

p
ir

o
ci

n
a 

V
an

co
m

ic
in

a
 

EM.1 Segre (Torres de Segre)                    

EM.2 Noguera Ribagorzana (Corbins)                    

EM.3 Clamor Amarga (Zaidín)                    

EM.4 Cinca (Fraga)                    

EM.5 Alcanadre (Sariñena)                    

EM.6 Flumen (Albalatillo)                    

EM.7 Gállego (Zaragoza)                    

Figura V.1. Presencia de antibióticos y bacterias resistentes a antibióticos 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 otoño de 2018. (EM: estación 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. 

 

Comparación de las bacterias resistentes a antibióticos dentro y fuera de las AVL 

Pérez-Etayo (2021) estudió el perfil de resistencia a antibióticos de las bacterias presentes, 

libres, en las aguas superficiales muestreadas también en este estudio. Para ello, aisló bacterias 

mediante medio selectivo con betalactámicos, eje temático 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, aisló un total de 10 cepas de interés clínico 

(pertenecientes a las especies Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Serratia fonticola y 

Klebsiella oxytoca) a partir de todas las estaciones aquí evaluadas excepto la EM.2 (río 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 (río Clamor Amarga en Zaidín), EM.4 (río Cinca en Fraga) y EM.6 (río 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 antibióticos y por estaciones de muestreo, así como en las multirresistencias. En 

comparación y, aunque han de tenerse en cuenta las subestimaciones de sendos trabajos (Pérez-

Etayo se centra únicamente en determinadas bacterias de interés clínico y el presente estudio 

se centra en una selección de BE cultivables en condiciones aerobias y medio nutritivo), se 

detecta resistencia a un mayor número de familias de antibióticos y un mayor número 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 

evaluó la resistencia de bacterias libres y del interior de AVL aisladas a partir de aguas 

subterráneas. Se detectó que las BE eran resistentes a un mayor número de antibióticos que las 

bacterias aisladas directamente del agua. Además, se obtuvieron diferencias en el perfil de 

resistencias, indicando que los fenotipos de resistencia a antibióticos están 

compartimentalizados. Sumado a esto, algunas de las BE pertenecientes a géneros distintos y 

aisladas de la misma estación de muestreo presentaban el mismo patrón 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 AMPR OXR HR KR STR AZR ER, B. clausii y B. cereus de la misma 

ameba comparten el perfil AMPR OXR CROR HR ER, Staphylococcus epidermidis y S. pasteuri de la 

AVL 521 comparten el perfil AMPR PENR HR AZR ER NAR, B. altitudinis y Microbacterium 
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paraoxydans de la AVL 5512 comparten el perfil OXR HR ER, Micrococcus luteus y B. licheniformis 

de la AVL 142 comparten el perfil OXR HR ER y las bacterias de las AVL 2132, 521, 522 y 62112 

muestran similitudes entre sí respecto al perfil de resistencias de aminoglucósidos (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. 

 

Comparación de las BERA y la presencia de antibióticos en el seno del río  

Moles (2021) evaluó la presencia de determinados antibióticos (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 evaluó solamente la 

presencia de antibióticos de algunas familias, se pueden observar diferencias llamativas. Según 

Moles (2021), en ninguno de los ríos estudiados se detectó la presencia de azitromicina. En 

contraste, en el presente trabajo se detectó resistencia a este antibiótico en BE aisladas de todos 

los ríos, excepto el Gállego (EM.7), aunque en este último sí se detectó resistencia a macrólidos. 

Esta discrepancia podría deberse a la presencia de otros macrólidos en el agua, como tilosina o 

tilmicosina, que podrían inducir resistencia cruzada con eritromicina y/o azitromicina y que se 

emplean en ganadería en España (European Commission, 1998; Plan Nacional de Resistencia a 

Antibióticos, PRAN, 2023). Además, es posible que en las aguas se encuentren metabolitos o 

subproductos de macrólidos que mantengan la actividad antibiótica (Löffler y col., 2023). Por 

otro lado, la fluoroquinolona enrofloxacina se detectó en todos los ríos estudiados, excepto en 

el río Alcanadre (EM.5), donde sí se encontró en la campaña de otoño (segunda campaña). Sin 

embargo, la resistencia a fluoroquinolonas en el presente estudio fue muy baja, con sólo un 8% 

de las BE analizadas mostrando resistencia y aisladas de los ríos Segre (EM.1), Noguera 

Ribagorzana (EM.2), Alcanadre (EM.5) y Gállego (EM.7). La presencia simultánea de sulfadiazina 

y trimetoprim se detectó en los ríos Clamor Amarga (EM.3), Cinca (EM.6) y Gállego (solamente 

en otoño), mientras que la resistencia a esta combinación se observó en BE de los ríos Segre, 

Noguera Ribagorzana, Alcanadre, Flumen y Gállego (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 antibióticos de todas las familias 

evaluadas en el presente trabajo y que diversos factores pueden afectar a la concentración de 

antibióticos en las aguas, como su hidrosolubilidad, su capacidad de formar compuestos con 

otras moléculas o de absorción a sedimentos, su susceptibilidad a la degradación por fotólisis o 

su estabilidad térmica, entre otros (Pérez y col., 2022). Aun así, las disparidades encontradas 

sugieren que las resistencias de las BE provienen de un origen diferente al río y/o que el 

microecosistema intracelular de las amebas puede fomentar y afectar a la aparición, 

mantenimiento y diseminación de resistencias. 

 

El papel de las AVL en la aparición y diseminación de resistencias a antibióticos 

Strassmann y Shu (2017) propusieron que la presencia de antibiótico puede favorecer la entrada 

de bacterias a la ameba. Este hecho explicaría que, bacterias sensibles a los antibióticos 

presentes en el río se encontraran en el interior de las AVL (como es el caso de BE sensibles a 

fluoroquinolonas y la combinación de sulfametoxazol y trimetoprim). Así, el interior de las AVL 

se convertiría en un microecosistema que las BE podrían usar como refugio ante la hostilidad de 

ambientes con altas concentraciones de antibióticos, como sucede de manera creciente en los 

ríos. 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, podría llevarse a cabo por diferentes vías. 

Por un lado, Greub y Raoult (2004) propusieron que en el interior de las AVL pueden 

encontrarse concentraciones subinhibitorias de antibióticos al dejar pasar una pequeña parte 

de los antibióticos disueltos en el ambiente que les rodea o, incluso, al hidrolizar parte del 

antibiótico en su interior. Precisamente, se ha detectado que Acanthamoeba castellanii es capaz 

de producir enzimas que inactivan betalactámicos (Chen y col., 2020). Además, y como se 

comenta también el Capítulo IV, varias de las BE detectadas son capaces de producir compuestos 

con actividad antibiótica, por lo que estas podrían ejercer también cierta presión 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 aparición de resistencias que dependería de los 

antibióticos presentes en el hábitat de la ameba. La presencia de subpoblaciones de bacterias 

de la misma especie con diferentes rangos de sensibilidad/resistencia a un antibiótico en una 

misma AVL, corroborarían esta vía; 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 

que se ve favorecido en el ambiente intracelular de la ameba. Este intercambio genético 

tradicionalmente incluía procesos de conjugación (mediados por plásmidos y elementos 

conjugativos integrativos), transformación (captación de ADN extracelular) y transducción 

(mediados por bacteriófagos); recientemente, se han propuesto también mecanismos que 

involucran agentes de transferencia genética (vectores naturales), nanotubos y vesículas 

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 información genética mediante mecanismos de 

TGH en el interior de las AVL. Por ejemplo, las cepas de B. clausii de la AVL 1113 podrían 

transferir los genes involucrados en resistencia a antibióticos (transportadores MFS y ABC) 

presentes en los integrones de clase 1 y 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 fenómeno de transferir 

inormación genética a géneros distantes también se ha observado en Staphylococcus spp. 

(SEIMC, 2011). Incluso, se ha descubierto la posibilidad de transmitir plásmidos 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 tamaño, 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 más cercanos. Esto también lo demuestran 

otras bacterias y virus endocitobiontes (Moliner y col., 2010). Precisamente, el elevado número 

de integrones detectados en las BE evaluadas proporciona evidencia de que sus genomas no 

sufren reducciones, sino todo lo contrario: acumulación 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 número de secuencias de inserción 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 análisis filogenéticos varios casos de probable TGH entre cepas endocitobiontes de 

Rickettsia bellii, L. pneumophila y Protochkamydia amoebophila (Moliner y col., 2010). Además, 
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se ha observado que las BE tienen sistemas de secreción T4SS, que no sólo median la TGH, sino 

que también evitan la fusión de la bacteria con los lisosomas de las AVL (vía amebiana para 

digerir las bacterias ingeridas). Este sistema es común entre microorganismos endocitobiontes 

encontrados en el interior de AVL y parece ser adquirido de diferentes orígenes, demostrando 

que los genomas se adaptan a un estilo de vida común, intra-amebiano (Moliner y col., 2010). 

En este sentido, resulta interesante comentar que, en cepas de Mycobacterium, bacteria 

comúnmente encontrada en el interior de AVL en ambientes naturales y, de hecho, en la cuenca 

del Ebro (García y col., 2013), se ha detectado la presencia de una proteína que les permite 

infectar y sobrevivir la vida intracelular en macrófagos. Se trata de una acetiltransferasa capaz 

de acetilar kanamicina y otorgar resistencia cruzada a otros aminoglucósidos (Sanz-García 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 proteína. En esta misma línea, 

resulta interesante considerar que, mediante la caracterización de los integrones (Tabla V.8), se 

detectaron genes codificantes para una proteína 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 proteínas asociadas a la vida intracelular de L. pneumophila 

(citocromo C) y Campylobacter jejuni (transportador ABC), bacterias también frecuentes en el 

interior de las AVL (García y col., 2013; Moreno-Mesonero y col., 2020a). La detección de estos 

genes en integrones presentes en diferentes BE y AVL apunta a la adquisición de los mismos 

mediante mecanismos de TGH que, con alta probabilidad, han podido ocurrir en el interior de 

AVL, donde la presión selectiva intracelular podría forzar la adquisición de estos genes. Esta vía 

podría ser también la responsable de la adquisición de integrasas de clase 3 por parte de las 

cepas de Staphylococcus pasteuri 62112.1 y 62112.5, las cuales, muestran una elevada identidad 

(91 – 92 %) con las de una cepa de Mycobacterium avium. 

Wang y Wu (2017) recientemente detectaron plásmidos 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 

proteínas 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 podrían tener un papel 

importante en la adaptación a la vida en el interior de las amebas y ser transferidos mediante 

mecanismos de TGH. 



Tesis Doctoral de C. Menacho 

198 
 

En el interior de las AVL también podrían ocurrir procesos de transformación, al incorporar ADN 

libre de bacterias digeridas en el interior de la ameba, y de transducción, al ser un ecosistema 

en el que frecuentemente se encuentran virus (Greub y Raoult, 2004; Wang y Wu, 2017). De 

hecho, cabría esperar la presencia de bacteriófagos en el interior de las AVL. Además, se ha 

sugerido que la ameba hospedadora puede desempeñar 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, cabría pensar que las BE 

podrían, por ejemplo, adquirir esas enzimas inactivadoras de betalactámicos 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 síntesis de proteínas, 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, transmitírselo a las bacterias que contiene en su interior, lo cual 

podría explicar la elevada diseminación de resistencia a higromicina encontrada. En esta misma 

línea, la detección de la secuencia codificante para la enzima de adicción 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 sustentación que Acanthamoeba spp. captó este gen de una 

proteobacteria mediante TGH. 

Los resultados obtenidos corroboran el papel de las AVL como reservorio de resistencias a 

antibióticos y como “melting pot”13 idóneo para el intercambio no sólo de genes de resistencia 

a antibióticos, sino también factores de virulencia, promotores de la formación de biofilm y de 

supervivencia en el interior de macrófagos (Tabla V.9). De hecho, el interior de las AVL podría 

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 antibióticos (GRA) interactúan, se multiplican e intercambian información 

genética mediante mecanismos de TGH (Moliner y col., 2010). Todo esto refuerza la importancia 

de realizar estudios de vigilancia microbiológica en ríos, como el llevado a cabo, así 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”: comúnmente se traduce como crisol o foco de convergencia; esta traducción 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, sería de suma relevancia e interés 

secuenciar el genoma de las BE aquí estudiadas para comprender mejor los potenciales 

intercambios genéticos que tienen lugar en el interior de las AVL, así 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. Proteínas potenciales para las que codifican los amplicones secuenciados de los integrones (INT) tras comparar con la Base de Datos del NCBI. 

PROTEÍNA PUTATIVA BE (AVL) INT 
  FUNCIÓN RELACIONADA CON 

  BF FR P RA QS VI V Otros 

Amidasa B. clausii (1113) Int1   X  X X     

Citocromo C B. clausii (1113) Int1      X  X   

Transportador multi-antibiótico ABC B. clausii (1113) Int2      X  X   

TrmK + Metiltransferasa dependiente de SAM B. clausii (1113) Int1      X     

Glutaminasa B. pumilus (5521) Int2      X    Nitrógeno 

Monooxigenasa B. pumilus (5511 y 5521) Int1         X Hierro 

Proteína LCP B. pumilus (5511 y 5521) Int1   X  X  X  X Fimbrias 

Regulador transcripcional LytR + Transportador MFS B. pumilus (5511 y 5521) Int1      X   X  

Enzima de adición de CCA B. niabensis (5511) Int1          ARNt 

Glicosiltransferasa B. pumilus (5511) Int1   X  X X     

Proteína con dominio amina oxidasa con cobre M. arborescens/imperiale (211) Int1          Aminas 

Oxidorreductasa dependiente de FAD M. arborescens/imperiale (211) Int1      X    Metabolismo 

Regulador transcripcional TetR M. arborescens/imperiale (211) Int1      X X    

Deshidratasa MaoC P. koreensis (2132) Int1     X   X X Ácidos grasos 

Efector Tipo III P. koreensis (2132) Int1    X       

Hidrolasa α-β P. koreensis (2132) Int1      X     

Proteína con un dominio GGDEF P. koreensis (2132) Int1   X        

Proteína FUSC P. koreensis (2132) Int1    X       

Proteína LrgB + Proteína CidA/LrgA P. koreensis (2132) Int1   X   X    Estrés oxidativo 

Proteína YdgA P. koreensis (2132) Int2          Flagelos 

Receptor TonB P. koreensis (2132) Int1          Hierro 

Regulador transcripcional LuxR P. koreensis (2132) Int1         X  

Sintetasa de péptidos ribosomales o polikétidos P. koreensis (2132) Int1    X   X    

 BF: biofilm; FR: relaciones fito-bióticas; P: pared; RA: Resistencia a antibióticos; QS: “quorum-sensing”; VI: voda intracelular; V: virulencia. 
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5. IMPACTO HUMANO EN LA DISEMINACIÓN DE BACTERIAS 

RESISTENTES A ANTIBIÓTICOS 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 evalúa la sensibilidad de las bacterias endocitobiontes (BE) a un 

extenso panel de aminoglucósidos con el objeto, entre otros, de valorar la influencia de la 

presión ganadera en la zona de muestreo. En la Figura V.2 se muestra el número de BE 

resistentes a cada aminoglucósido evaluado; destaca que el mayor número de resistencias 

detectadas corresponden a antibióticos de uso veterinario, como la higromicina y la 

espectinomicina.  

Aunque la higromicina ha dejado de usarse, fue empleada durante muchos años en ganadería 

porcina y avícola como promotor de crecimiento y control parasitario (McGaha y Champney, 

2007). Actualmente, en España no está permitido su uso veterinario (CIMAvet, 2024), pero es 

posible que su utilización en el pasado haya influido en la diseminación de su resistencia y, pese 

a cesar su utilización, los mecanismos de resistencia adquiridos frente a este antibiótico no 

desaparecen, como se ha observado con la colistina y otros antibióticos (Enne y col., 2001; 

Manson y col., 2004; Sorum y col., 2006). La colistina es un antibiótico que se empleó durante 

muchos años como promotor de crecimiento animal, provocando la diseminación de genes de 

resistencia a este antibiótico en ambientes ganaderos, humanos y ambientales. Hoy en día, 

siguen apareciendo bacterias resistentes a colistina en países donde se prohibió su uso como 

promotor de crecimiento. Estudios evolutivos han demostrado que la resistencia puede 

mantenerse en poblaciones bacterianas no expuestas a antibióticos debido a la selección por 

mutaciones que compensan el coste de la resistencia, la denominada “adaptación por 

compensación”, o también por co-selección, al estar unidos estos a otros genes de resistencia, 

especialmente si forman parte de elementos genéticos móviles (EGM) como plásmidos o 

integrones (Ogunlana y col., 2022). 

Por su parte, la espectinomicina actualmente se emplea en España para tratar infecciones en 

ganado porcino, avícola, bovino y, recientemente, también cunícola (Plan Nacional de 

Resistencia a Antibióticos, PRAN, 2023); por tanto, cabe pensar que la elevada tasa de BE 

resistentes a este antibiótico se deba al impacto de la alta presión ganadera adyacente a la zona 

de muestreo. Otros estudios también han detectado que el uso de espectinomicina en 
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ganadería, especialmente porcina, está involucrado en la diseminación de genes de resistencia 

a este antibiótico (Soundararajan y col., 2023). La resistencia a espectinomicina puede además 

expresar resistencia cruzada con la estreptomicina, antibiótico empleado en veterinaria, en 

clínica humana y en la protección de cultivos agrícolas (Miller y col., 2022). El 43 % de las BE 

evaluadas presentan resistencia a este antibiótico, un porcentaje elevado que posiblemente 

tenga relación 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). 

  

Figura V.2. Número de bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos (BERA) 

aminoglucósidos. (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 antibiótico de uso exclusivo en veterinaria, particularmente utilizado en 

ganadería cunícola en España (PRAN, 2023). Inicialmente, su empleo para tratar disenterías 

causadas por Escherichia coli en el sector porcino provocó la aparición y diseminación de la 

acetilasa AAC(3’)-IV, una enzima modificadora de aminoglucósidos (EMA) que presenta 

resistencia cruzada con gentamicina (Jensen y col., 2006). Pocos años después de la introducción 

de la apramicina en ganadería, 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 antibióticos de interés clínico (Shaw y col., 1993). Aun así, 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 diseminación de resistencias en 

ecosistemas acuáticos adyacentes y sigue suponiendo un riesgo debido a su común transmisión 

en EGM (como plásmidos e integrones), los cuales pueden, a su vez, ir acompañados de otros 

casetes genéticos con genes de resistencia a antibióticos (GRA). De hecho, todas las bacterias 
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resistentes a apramicina demostraron ser también resistentes a otros aminoglucósidos y a 

antibióticos de otras familias (Tabla V.2). 

Sorprende no encontrar bacterias resistentes a neomicina, ya que se trata de uno de los 

antibióticos más empleados en veterinaria (PRAN, 2023). La resistencia a neomicina suele 

implicar la expresión 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 y col., 1993). Otros estudios también demostraron bajas tasas de resistencia a este 

antibiótico en bacterias aisladas del sector avícola (Ripon y col., 2023). Esto puede deberse a que 

este antibiótico parece tener un gran poder de inhibición 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 más del 80 % de las cepas resistentes a gentamicina (uno de los 

aminoglucósidos más inhibitorios del presente estudio) se mostraron sensibles a neomicina. Aun 

así, vale la pena señalar que la mayoría de los estudios sobre la resistencia a neomicina evalúan 

bacterias gram negativas, por tanto, este estudio puede suponer una interesante aportación al 

conocimiento de la resistencia en bacterias gram positivas ambientales. 

Aunque no se detectaron explícitamente genes de resistencia a aminoglucósidos 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 aminoglucósidos de uso veterinario (98,5 %), además de que 

existen otros tipos de EGM no evaluados que pueden coexistir en una misma bacteria (como 

plásmidos, transposones y secuencias de inserción), sumado a que el 73 % de las cepas 

estudiadas presentan un índice MRA > 0,2 confirmando el impacto de la presión antibiótica, se 

puede concluir que la actividad ganadera de la zona estudiada impacta en la resistencia de las 

BE de los ríos adyacentes y promueve la diseminación de BRA y GRA. 

 

Riesgos de las de bacterias endocitobiontes resistentes a antibióticos  

En el presente trabajo, todas las BE aisladas de amebas son capaces de crecer en presencia de 

al menos un antibiótico 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 

exposición a estas bacterias, lo cual, puede producirse gracias a la protección de las AVL a lo 

largo del curso y tratamientos del agua. Mayor aún es el riesgo considerando que el 73 % de las 

BE identificadas pertenecen a especies patógenas (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 patógenas 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 antibióticos (como 

transportadores ABC, MFS o reguladores TetR), factores de virulencia (como proteínas LCP o 

LuxR) y reguladores de la formación de biofilm (como proteínas CidA/LrgA y LrgB, proteínas con 

dominio GGDEF o glicosiltransferasas). Estos últimos son de especial importancia debido a que 

la capacidad de formar biofilm favorece la colonización de sistemas acuáticos artificiales y 

dificulta la erradicación microbiana pese a tratamientos de desinfección continuos (Thomas y 

col., 2010). Esta diseminación de genes la pueden lograr gracias a la recombinación 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 

plásmidos. La presencia de estos integrones implica, además, no sólo esa capacidad de transferir 

genes, sino también de captar nuevos y acumularlos, convirtiendo a estas BE, patógenas o no, 

en potenciales reservorios de genes promotores de patogenicidad que, por ende, pueden 

suponer la aparición de nuevas cepas patógenas para animales y personas (Gillings, 2014). 

En total, el 100 % de las AVL estudiadas es portadora de BE resistentes a antibióticos (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 

antibióticos (BRA) y genes, de resistencia a antibióticos (GRA), y codificantes para otros 

factores de patogenicidad, como la capacidad de vivir intracelularmente. Esta habilidad, como 

se señala en el Capítulo IV, supone un riesgo para la salud humana y animal debido a la capacidad 

de evadir la depredación celular, lo cual favorece la supervivencia ante el ataque inmunitario de 

macrófagos (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 proliferación 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 antibióticos, tanto en terapia humana como en actividades ganaderas 

y agrícolas, favorecen la diseminación de antibióticos en el medio ambiente (Organización 

Mundial de la Salud, OMS, 2011). Los ambientes acuáticos se ven especialmente impactados por 

la descarga de aguas residuales que, pese a tratarse, no eliminan ni los antibióticos ni las BRA 

presentes (Pérez y col., 2022). En el sector ganadero, se emplean grandes volúmenes de 

antibióticos 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 antibióticos y BRA, 

se aplican sobre el suelo como fertilizante, provocando su llegada a los ecosistemas acuáticos 

colindantes a través de fenómenos de infiltración y escorrentía, los cuales también pueden 

arrastrar estos contaminantes del suelo de las instalaciones ganaderas. El aumento de las 

concentraciones de antibióticos en los diferentes biotopos (suelos, ríos, microbiota intestinal, 

microbiota amebiana) provoca la aparición y selección de BRA, así como su diseminación 

mediante mecanismos de TGH (Jia y col., 2017; Lei y col., 2024; Marutescu y col., 2022). 

Como se muestra a lo largo del presente capítulo, las AVL se convierten en reservorios no sólo 

de bacterias potencialmente patógenas, como se refleja en el Capítulo IV, sino de BRA y GRA. El 

interior de las amebas se convierte en un micro-ecosistema en el que se fomenta la diseminación 

y el intercambio genético entre BE y, muy probablemente, entre las BE y la propia AVL, a la vez 

que se protege a estos microorganismos endocitobiontes de condiciones adversas. El resultado 

es una amalgama de bacterias (y seguramente virus y hongos) con una colección de factores de 

virulencia -y capacidad para adquirir más- que pueden sortear con facilidad los tratamientos de 

potabilización de agua gracias a la protección de la ameba y llegar a sistemas de distribución, 

desde donde pueden salir de la AVL y colonizar grifos, aires acondicionados, torres y sistemas 

de refrigeración, duchas, piscinas, redes acuáticas hospitalarias, sistemas de irrigación y, en 

general, todo tipo de instalación acuática (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 condición patogénica intrínseca o adquirida, ocasionar infecciones e incluso 

coinfecciones (de varias BE o de AVL + BE). Debido a la multirresistencia antibiótica de las BERA, 

favorecida por el impacto ganadero y la vida intra-amebiana, el tratamiento con antibióticos de 

primera línea (también llamados importantes) puede volverse insuficiente y requerir el uso de 

antibióticos de segunda línea (muy importantes o incluso críticos) que, si no se usan 

adecuadamente o si se produce un brote (como puede ocurrir con la BE Legionella 

pneumophila), puede provocar la aparición de nuevas resistencias, reincidiendo y 

retroalimentando el ciclo (OMS, 2018). 
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De esta forma, el rol de las AVL como reservorio de BE potencialmente patógenas, BERA y genes 

de virulencia, su rol como vector de estos microorganismos, diseminándolos en el medio 

ambiente ganadero y urbano, y su rol protector frente a condiciones adversas y sobre todo 

tratamientos de desinfección, convierten a las AVL en un foco que requiere mayor atención e 

investigaciones futuras. Además, 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 podrían ocasionar también infecciones a los animales 

y a personas relacionadas con las actividades ganaderas, se reafirma y subraya la necesidad de 

llevar a cabo más estudios de vigilancia ambiental de estos microorganismos. Al fin y al cabo, 

hay una única salud y es necesario cuidarla, atenderla y vigilarla en sus tres esferas: humana, 

animal y ambiental. 
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6. PRINCIPALES CONCLUSIONES DEL CAPÍTULO V 

A continuación, y en base a los objetivos planteados (Capítulo II), se muestran las conclusiones 

del presente capítulo: 

• Se han detectado bacterias endocitobiontes capaces de crecer en presencia de al menos 

un antibiótico 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 antibióticos. 

• La resistencia a aminoglucósidos, seguida de betalactámicos y macrólidos fueron las 

encontradas en mayores proporciones. La resistencia a quinolonas se detectó en BE de 

todas las aguas superficiales de estudio, mientras que la resistencia a la asociación de 

sulfadiazina y diaminopirimidina, tetraciclinas, anfenicoles y rifamicinas, se detectó 

dependiente de la zona de muestreo y asociada a perfiles de multirresistencia.  

• Se han obtenido elevadas tasas de BE resistentes a aminoglucósidos 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.  

• El 71 % de las BE resistentes a antibióticos (BERA) son portadoras de integrones y el         

86 % de las AVL transportan y protegen BERA con integrones. Se detecta la presencia de 

más de una clase de integron en 23 BERA (49 %) y, en 9 BERA (19 %), la presencia 

simultánea de integrones de clase 1, 2 y 3. Todas las muestras presentan BERA positivas 

para el integrón de clase 1, indicativo de contaminación antropogénica. 

• Se han identificado genes que codifican proteínas involucradas en la resistencia a 

antibióticos, la formación de biofilm, virulencia, “quorum sensing”, motilidad, 

interacciones fito-bióticas 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 antibióticos (GRA) y como potenciadores de la diseminación de 

GRA y otros factores de virulencia. 

• Los perfiles de resistencia a aminoglucósidos, los elevados índices de multirresistencia y 

la elevada presencia de integrones de clase 1 sugieren el impacto de las actividades 

humanas en la resistencia a antibióticos de las bacterias endocitobiontes de la Cuenca 

del Ebro. 
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1. PUESTA EN MARCHA DE UN PROTOCOLO PARA LA 

EVALUACIÓN DE LA INACTIVACIÓN 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 evaluación de la 

inactivación de amebas de vida libre (AVL) y sus bacterias endocitobiontes (BE), así como la 

evaluación de la efectividad de los desinfectantes, se lleva a cabo una revisión bibliográfica de 

las metodologías existentes. Posteriormente, se abordan consideraciones preliminares como la 

selección de cepas de estudio y la concentración inicial de las amebas y, finalmente, se valorar 

metodologías para determinar la supervivencia de las amebas y la de las bacterias tras la 

aplicación de agentes desinfectantes. 

1.1. REVISIÓN DE METODOLOGÍAS EXISTENTES 

Trabajar con amebas es bastante complicado todavía por la falta de metodología estandarizada. 

Algunos autores han descrito diferentes métodos, tanto para determinar la concentración de 

amebas de vida libre (AVL), como su viabilidad o su inactivación; entre ellos, se encuentran 

métodos cuantitativos, como el recuento mediante hemocitómetro o mediante la cámara de 

Fush Rosenthal tras teñir con azul tripán o azul Evans, o diferentes adaptaciones de la 

metodología del número más 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 metodología (Chauque y col., 2021; Chauque y Rott, 2021; 

King, 1988; Kolar y col. 2015; Maya y col., 2003). 

Algunos autores, además, 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 expresión 

de los resultados, complicando la comparación de la efectividad de diferentes tratamientos de 

desinfección entre estudios. 

En cuanto a las bacterias endocitobiontes (BE), se han llevado a cabo pocos estudios que evalúen 

la capacidad de inactivarlas y, de nuevo, no hay estandarización de la metodología de 

identificación y cuantificación. De hecho, hay una gran heterogeneidad en los protocolos para 
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la extracción de bacterias del interior de amebas: sonicación, congelación y descongelación 

rápida, Triton-X, centrifugación y vórtex o molienda con bolitas de zirconio, así como para 

determinar la supervivencia de las bacterias (Dupuy y col., 2011; García 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, además, comprueban la presencia y la viabilidad de las bacterias en el interior de las 

amebas de estudio mediante microscopía electrónica, la técnica de hibridación 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 metodológica complica el estudio de la eficiencia de diferentes tratamientos de 

desinfección frente a las bacterias protegidas en el interior de las amebas. Además, 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 desinfección 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 evaluación de inactivación 

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, varía en gran medida en función 

del género de ameba estudiado, de la especie e, incluso, de la cepa. Acanthamoeba es el género 

más abundante y comúnmente aislado en muestras de agua, tanto natural como artificial (García 

y col., 2013; Mosteo y col., 2013). Es además un patógeno oportunista, causante de queratitis 

amebiana, daños pulmonares, lesiones cutáneas y hasta encefalitis amebiana granulomatosa 

(Goñi y col., 2014). Ha demostrado una gran resistencia a los desinfectantes y, de hecho, en 

estudios en los que se compara la efectividad de desinfección frente a diferentes géneros de 

AVL, Acanthamoeba ha resultado ser el más resistente a cloro, dióxido de cloro, monocloramina 

(Dupuy y col., 2014) y desinfección solar (Heaselgrave y Kilvington, 2011). Cabe añadir que se 

han aislado una enorme variedad de especies bacterianas, hongos, levaduras y virus en el 

interior de cepas de Acanthamoeba. De hecho, según Goñi y col. (2014), el 20 % de las cepas de 

Acanthamoeba aisladas, tanto de muestras clínicas como ambientales, protegen bacterias en su 
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interior y, en muchas ocasiones, estas bacterias son potencialmente patógenas para la salud 

humana. Aunque atendiendo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, estos 

porcentajes pueden ser mucho mayores (Capítulo IV).  

Además, se trata de un género de ameba fácilmente cultivable en el laboratorio en comparación 

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 práctico y apropiado para emplearlo como modelo de estudio de las AVL y que, 

además, a priori evita subestimaciones del poder desinfectante de los tratamientos a estudiar. 

 

Selección de cepas de estudio 

La principal limitación a la hora de trabajar con amebas es el tiempo de incubación que requieren 

hasta alcanzar un crecimiento exponencial. Mientras que, para una gran mayoría de las 

bacterias, se puede observar fácilmente crecimiento en forma de colonias en placas de agar tras 

24-48 horas, las amebas pueden tardar hasta un mes (o más) en proliferar tanto en medios de 

cultivo sólidos como líquidos y, de hecho, aún 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 desinfección son cepas capaces de proliferar en 

condiciones sencillas (agar no nutritivo cubierto con Escherichia coli inactivada) tras 7 días de 

incubación a 30 °C (Figura III.11). 

Concretamente, las cepas seleccionadas provienen de orígenes distintos, lo cual, puede influir 

en su resistencia o sensibilidad a los tratamientos de desinfección. 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 

potabilización al que se somete el agua de captación, ha sobrevivido a lo largo del sistema de 

distribución de la red de abastecimiento urbana y constantemente está expuesta a tratamiento 

in-situ de cloración y radiación solar. Por otro lado, se estudia la Acanthamoeba sp. 211, aislada 

del río Noguera Ribagorzana en el muestreo de la primera campaña (como se describe en el 

Capítulo IV) y denominada de aquí en adelante como Acanthamoeba C1-211. Esta AVL ha podido 

estar en contacto con contaminantes o cambios en las condiciones ambientales. Además 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 concentración inicial de amebas  

Definir tanto el volumen de la suspensión de trabajo que va a ser sometida a ensayos de 

desinfección, como la concentración inicial de las amebas a estudiar, resulta fundamental por 

su carácter limitante a la hora de determinar la eficacia del tratamiento. Cuanto mayor sea el 

volumen (mL) de los ensayos y/o su concentración, mayor número de células han de inocularse 

inicialmente y, aumentar el número de células a inocular, requiere cultivar previamente 

cantidades muy elevadas de medio líquido (PPYG, descrito en el Apartado III.1.2) con las cepas 

de estudio y durante un gran periodo de tiempo. Además, los cultivos axénicos de 

Acanthamoeba, una vez alcanzan la fase estacionaria de su curva de crecimiento, paralizan la 

proliferación 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 población de amebas, que 

mayoritariamente estará constituida por quistes, se mantiene más o menos constante la 

población, dificultando la obtención de grandes cantidades de amebas para los estudios a 

realizar. Si además en los ensayos de desinfección se analizan diferentes tratamientos con sus 

réplicas y controles, sigue aumentando la demanda del número 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 volúmenes de trabajo reproducen mejor un proceso de desinfección, 

el límite de detección y, por tanto, la concentración inicial de la ameba va a estar limitada por la 

técnica de detección de la supervivencia de las Acanthamoeba de estudio y sus BE. Por ello, se 

valoran el recuento y el número más 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. VALORACIÓN DE LOS MÉTODOS PARA DETERMINAR LA SUPERVIVENCIA DE 

ACANTHAMOEBA 

Valoración del método de recuento  

Para valorar el método de recuento mediante hemocitómetro tras tinción con azul de tripán 

(descrito en el Apartado III.1.4.1), se evalúa la reproducibilidad del método a diferentes 

concentraciones iniciales y la centrifugación como método de concentración (6000xg durante 

10 minutos). En primer lugar, se realizan ocho medidas de una misma muestra preparada a una 

concentración aproximada de 104 células/mL y otra a 105 células/mL de la Acanthamoeba C1-

211. Como la inactivación de las amebas en los ensayos de desinfección se expresa como 

reducción logarítmica, se calcula el logaritmo de los valores de concentración (células/mL) 

obtenidos y, a partir de estos, se calcula el coeficiente de variación (CV) del método. Los 

resultados se muestran en la Tabla VI.1. En la Figura VI.1 se observan quistes teñidos y no teñidos 

por el colorante azul tripán; la tonalidad rosácea del fondo de la imagen se debe al uso de un 

filtro azul para proteger la visión de las personas observadoras.  

El CV del método de recuento en las condiciones estudiadas varía entre 2,7 % y 9,4 %, 

dependiendo del orden de magnitud de la concentración de la muestra (104 o 105 células/mL, 

respectivamente). En el caso de los recuentos realizados a partir de la muestra con una 

concentración en torno a 104 células/mL, se obtiene un recuento en el que no se observa ningún 

quiste ni trofozoíto, lo cual indica una concentración inferior a 2,5 x 103 células/mL (el límite de 

detección de la técnica) y, por tanto, una concentración inferior a 3,4 log. Esta medida afecta a 

la media, la desviación estándar y, por ende, al coeficiente de variación (CV) de la metodología. 

 

Figura VI.1. Quistes de la Acanthamoeba C1-211 tras tinción con azul tripán. Microscopía 

óptica (40x) con filtro azul. 
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Para evaluar la influencia del proceso de concentración de amebas mediante centrifugación 

previa al recuento, en la Tabla VI.2 se compara el CV del recuento por hemocitómetro de 

muestras con una concentración estimada de 2x104 células/mL, centrifugadas y sin centrifugar. 

Se puede observar que el centrifugado de la muestra permite la concentración de 6,5 veces el 

número de células a contar en promedio, comparando con el recuento directo. 

Tabla VI.1. Coeficiente de variación (CV, %) del método de recuento mediante hemocitómetro tras tinción 

con azul tripán. Medidas realizadas a partir de dos muestras con diferente orden de magnitud de la 

concentración de amebas (Ci). 

MEDIDA 
Ci = 104 células/mL  Ci = 105 células/mL 

células células/mL Log (células/ml)  células células/mL Log (células/ml) 

1 3 7,5 x103 3,9  49 1,2 x105 5,1 

2 3 7,5 x103 3,9  65 1,6 x105 5,2 

3 3 7,5 x103 3,9  117 2,9 x105 5,5 

4 2 5,0 x103 3,7  112 2,8 x105 5,5 

5 1 2,5 x103 3,4  87 2,2 x105 5,3 

6 5 1,3 x103 4,1  92 2,3 x105 5,4 

7 0 <2,5 x103 <3,4  62 1,6 x105 5,2 

8 3 7,5 x103 3,9  57 1,4 x105 5,2 

X̅ 2,5 6,3 x103 3,8*  80,1 2,0 x105 5,3 

S 1,5 3,8 x103 0,4*  25,7 6,4 x104 0,1 

CV (%)   9,4*    2,7 

*Se desconoce el valor real debido a la medida nº 7.  

Tabla VI.2. Coeficiente de variación (CV, %) del método de recuento directo y recuento tras concentración 

mediante centrifugación. 

MEDIDA 
RECUENTO DIRECTO  RECUENTO TRAS CONCENTRACIÓN 

células células/mL Log (células/ml)  células células/mL Log (células/ml) 

1 10 2,5 x104 4,4  102 2,6 x104 4,4 

2 18 4,5 x104 4,7  64 1,6 x104 4,2 

3 13 3,3 x104 4,5  67 1,7 x104 4,2 

4 13 3,3 x104 4,5  118 3,0 x104 4,5 

5 12 3,0 x104 4,5  97 2,4 x104 4,4 

6 16 4,0 x104 4,6  76 1,9 x104 4,3 

7 9 2,3 x104 4,4  92 2,3 x104 4,4 

8 13 3,3 x104 4,5  56 1,4 x104 4,2 

X̅ 13 3,3 x104 4,5  84 2,1 x104 4,3 

S 2,9 7,3 x103 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 visión al microscopio de una muestra antes y después del proceso 

de concentración por centrifugado. Se puede observar que, al realizar el paso de concentración 

mediante centrifugación, se generan aglomeraciones y se concentran también restos celulares. 

En la Figura VI.3 se presentan observaciones realizadas mediante microscopía óptica (40x) tras 

tinción con azul de tripán que pueden generar confusión al realizar el recuento de quistes y 

trofozoítos.  

 

Figura VI.2. Alícuota tras 30 minutos de tratamiento con 50 mg/L de Cl2 teñida con azul 

tripán. Observación directa (izquierda) y observación tras concentrado (derecha) mediante 

microscopía óptica (10x) con filtro azul. 

 

Valoración del método del número más probable con Acanthamoeba  

Para valorar el método del número más probable (NMP), se evalúa la reproducibilidad tras 

realizar ocho medidas de una misma muestra preparada a una concentración de 104 

amebas/mL, siguiendo la metodología descrita en el Apartado III.1.4.2. Como la inactivación de 

las amebas en los ensayos de desinfección se va a expresar como reducción logarítmica, se 

calcula el logaritmo de los valores del NMP obtenidos y, a partir de estos, se calcula el coeficiente 

de variación 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 microscopía óptica (40x), con filtro azul, de recuentos de la 

Acanthamoeba C1-211 con azul de tripán. 

Tabla VI.3. Coeficiente de variación (CV, en %) del método del número más 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 

X̅  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 evalúa la supervivencia de Acanthamoeba durante los 

ensayos de desinfección, previamente se analizan las ventajas y desventajas del método de 

recuento mediante hemocitómetro tras tinción con azul tripán y del método del número más 

probable (Tabla VI.4). 

El recuento mediante hemocitómetro (detallado en el Apartado III.1.4.1) es una técnica basada 

en el recuento de células mediante microscopía óptica. Requiere poco material (un 

hemocitómetro y un microscopio óptico) y poco volumen de muestra (10 µL). Además, puede 

realizarse directamente una vez tomada la muestra a analizar (tras el tiempo de incubación 

necesario para la tinción con azul tripán). Sin embargo, su desempeño está enormemente 

condicionado por la habilidad y experiencia de la persona encargada (Goñi y col., 2014). 

En un cultivo axénico de Acanthamoeba en condiciones óptimas de crecimiento, los trofozoítos 

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 

tamaño, perder los acantopodios y variar su morfología (Goñi y col., 2014) dificultando el 

recuento mediante hemocitómetro (Figura VI.5). Mediante el uso de colorantes como el azul 

tripán, pueden teñirse 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. Trofozoíto (derecha) y quiste (izquierda) de la Acanthamoeba C1-211. 

Microscopía óptica (80x). 
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Otro factor a tener en cuenta es que el límite de detección de la técnica del recuento por 

hemocitómetro es de 1,25 x 103 células/mL. Considerando como un tratamiento efectivo aquel 

capaz de reducir al menos 3 unidades logarítmicas la población microbiana (Dupuy y col., 2011), 

la concentración inicial necesaria para realizar los ensayos de desinfección y determinar la 

supervivencia de las amebas de estudio mediante recuento, requeriría una concentración inicial 

de, al menos, 1,25 x 106 células/mL. La concentración mediante centrifugación podría reducir 

esta concentración 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 límite de detección de 1 célula/mL. Tal y como se ha 

adaptado la metodología (Apartado III.1.4.2), se requeriría una concentración inicial de, al 

menos, 1 x 104 células/mL. Esta técnica permite por tanto reducir en gran medida el número de 

células que se han de inocular para el desarrollo de los ensayos de desinfección. 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, además de largos períodos de 

incubación (entre 7 y 14 días para las cepas seleccionadas) y presenta un margen de error mayor 

al recuento. 

 

Figura VI.5. Trofozoítos con acantopodios (flechas verdes) y posibles trofozoítos o quistes 

(flechas negras) de la Acanthamoeba C1-211. Microscopía óptica (40x) con filtro azul. 
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Por otro lado, al realizar observaciones microscópicas con menor aumento (10x en vez de 40x 

con el recuento) es mucho más fácil determinar la viabilidad de la ameba (visualizar trofozoítos 

o caminos) y, de hecho, durante la evaluación 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 trofozoítos supervivientes que se enquistan antes de ser 

visualizados. Por ello, es necesario observar las placas en varias ocasiones a lo largo de los 7 días 

de incubación. 

Tras realizar los ensayos de cribado y evaluar las ventajas y desventajas de las metodologías de 

recuento y el NMP (Tabla VI.4), se decide utilizar esta última para evaluar la supervivencia de las 

cepas de Acanthamoeba de estudio durante los ensayos de desinfección. Los ensayos se realizan 

en un volumen de 20 mL, la concentración inicial de amebas establecida es entre 1 y 2 x 104 

células/mL y se toma el valor de la desviación estándar obtenido (0,5 unidades logarítmicas) 

como error de la técnica (Bosch, s.f.). 

Tabla VI.4. Ventajas y desventajas de las técnicas de recuento y el número más probable (NMP). 

 RECUENTO  NMP 

 Requiere poco material  Requiere una elevada cantidad de 

material 

 No requiere incubación   Requiere un largo tiempo de incubación 

(mínimo 7 días) 

 El límite de detección obliga a que la 

concentración inicial sea, al menos, 106 

células/mL (posibilidad de concentrar 

mediante centrifugación, pero se 

generan aglomeraciones que dificultan 

la lectura) 

 El límite de detección permite que la 

concentración inicial sea 104 células/mL 

 Determina células totales, no distingue 

entre viables y no viables (posibilidad de 

teñir con azul de tripán, pero implica un 

tiempo de incubación de 1 – 24 h (según 

la casa comercial) 

 Distingue entre amebas viables y no 

viables, aunque puede subestimarse la 

viabilidad de algunos quistes 

 Proceso de observación difícil, requiere 

una gran experiencia 

 Proceso de observación fácil 
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1.4. VALORACIÓN DE LOS MÉTODOS PARA DETERMINAR LA SUPERVIVENCIA DE 

LAS BACTERIAS ENDOCITOBIONTES 

Pocos estudios han evaluado la capacidad de inactivación 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 

estandarización de la metodología. Además, hasta la fecha, estos pocos estudios de desinfección 

evalúan la inactivación 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 104 células/mL de Legionella pneumophila y Wang y col. 

(2023a) infectaron Dictyostelium discoideum con 4x105 células/mL de Burkholderia agricolaris. 

Sin embargo, este es el primer estudio que evalúa la inactivación 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 proporción, con diferentes necesidades nutritivas, diferentes 

condiciones de crecimiento e, incluso, que interrelacionan o compiten entre ellas. Además, 

pueden contener especies bacterianas no cultivables (Greub y Raoult, 2004). 

Al haberse seleccionado la metodología del número más probable (NMP) para determinar la 

supervivencia de Acanthamoeba, se evalúa también la viabilidad de este método para la 

evaluación de la supervivencia de las BE. Para ello, se prepararon soluciones de ambas cepas de 

Acanthamoeba (C1-211 y P31) a una concentración estimada de 104 amebas/mL y se realizaron 

tres cuantificaciones de cada solución mediante el método del NMP. La metodología utilizada 

fue la misma que en el caso de las AVL (Apartado III.1.4.2), pero inoculando en agar Müeller 

Hinton e incubando las placas de Petri a 37 °C durante 48 horas. Las alícuotas positivas de las 

diferentes disoluciones (100, 10-1, 10-2 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 concentración de BE 

cultivables mediante estas condiciones ya que, en las diluciones 10-1 y 10-2 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 µL 

en vez de 10 µL) y, en el 100 % de las réplicas evaluadas y en ambas cepas de Acanthamoeba, se 

obtiene crecimiento bacteriano positivo, por tanto, este volumen y número de inoculaciones 

puede servir como control para los ensayos de desinfección. Posteriormente, se realizan 

inoculaciones de 100 µL a partir de diferentes concentraciones de ameba y el número de 
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inoculaciones positivas disminuye conforme disminuye la concentración de AVL iniciales. Esto 

permite establecer categorías cualitativas relativas a la inactivación de las BE: no hay 

inactivación, cuando el número de inoculaciones positivas coincide con el de las muestras 

control, inactivación parcial, cuando el número de inoculaciones positivas es menor que el de 

las muestras control, e inactivación total, cuando no crece ninguna BE. De esta forma, este 

“análisis cualitativo” se establece como método para determinar la supervivencia e inactivación 

de las BE cultivables en los diferentes tratamientos. Además, la valoración como inoculación con 

crecimiento positivo o negativo es sencilla, facilitando la tarea.  

Tabla VI.5. Número de alícuotas con crecimiento bacteriano positivo en medio Müeller Hinton, tras 48 

horas de incubación a 37 °C, durante la evaluación del número más probable como método para 

determinar la supervivencia de bacterias endocitobiontes. Se emplean controles a una concentración 

inicial de 104 amebas/mL. 

MEDIDA 
C1-211  P31 

100 10-1 10-2 TK  100 10-1 10-2 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 inactivación total. 
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1.5. DETERMINACIÓN DEL RANGO DE DOSIS DE DESINFECTANTE 

Se realizan ensayos de cribado o screening para conocer el rango de dosis de cada desinfectante 

a estudiar (concentración de Cl2 y H2O2, tiempo de exposición de RS320-800 nm y RS280-800 nm) sobre 

la cepa Acanthamoeba C1-211 y sus BE. Partiendo de datos bibliográficos, los rangos de trabajo 

se van ajustando en función de los resultados que se van obteniendo. Los ensayos se realizan 

siguiendo el procedimiento descrito en el Apartado 4.3 del Capítulo III 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 radiación solar), se inoculan dos alícuotas de 10 µL de la muestra problema 

sobre una placa de medio de cultivo sólido (agar no nutritivo con E. coli inactivada o agar MH) y 

se valora la presencia o ausencia de crecimiento tras su incubación (7 días a 30 °C o 2 días a 37 

°C), tal y como se indica en los Apartados 1.4.2 y 4.3.3 del Capítulo III para las AVL y BE, 

respectivamente. En la Figura VI.6 se muestra un ejemplo de la evaluación de la viabilidad de BE 

durante este proceso. Estos ensayos se realizan por triplicado. 

   

Figura VI.6. Placa de Müeller Hinton inoculada tras 24 h de incubación a 37 °C (izquierda) y 

cuadrícula de supervivencia de la placa (derecha). Las inoculaciones con crecimiento 

bacteriano (señaladas con un tick verde a la derecha) indican supervivencia de las bacterias 

y las inoculaciones sin crecimiento bacteriano (señaladas con una cruz roja a la derecha) 

indican no supervivencia de las bacterias. 

 

Determinación del rango de dosis de hipoclorito sódico  

Con el objeto de establecer el rango de dosis de hipoclorito sódico a evaluar en los ensayos de 

desinfección, se llevan a cabo tratamientos de 30 minutos a concentraciones de cloro que varían 

desde 1 a 1000 mg/L basándose en que: (1) la dosis de cloro empleada habitualmente en 

potabilización, 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 guía de calidad de agua potable de la Organización Mundial 

de la Salud (OMS, 2022) recomienda un tiempo de exposición de 30 minutos para los 

tratamientos de cloración. 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 desinfección con cloro: de 1 a 500 mg/L de Cl2. 

Tabla VI.6. Supervivencia de la Acanthamoeba C1-211 (AVL) y sus bacterias endocitobiontes (BE) en los 

ensayos de cribado de cloración (5 mg/L a 1000 mg/L de Cl2) tras 30 minutos. 

[Cl2] (Mg/L) 
 SUPERVIVENCIA 

 AVL  BE 

0  + + +  + + + 
5  + + +  + + + 

10  + + +  + + + 
25  + - +  + + + 
50  + - +  + + + 

100  .- + +.  + + - 
500  .- - -..  .- - -. 

1000  .- - -.  .- - -. 
El símbolo más (+) indica supervivencia y el símbolo menos (-) indica no supervivencia de cada réplica 

realizada. 

 

Determinación del rango de dosis de peróxido de hidrógeno  

Con el objeto de establecer el rango de dosis de peróxido de hidrógeno a evaluar en los ensayos 

de desinfección, se llevan a cabo tratamientos de 30 minutos a concentraciones de peróxido de 

hidrógeno que varían desde 1,5 % a 7,5 % (m/V) basándose en que: (1) el tiempo de trabajo sea 

el mismo que en los ensayos de cloración y (2) se ha descrito el peróxido de hidrógeno 

especialmente eficaz frente Acanthamoeba para emplearlo como desinfectante en los líquidos 

de lentes de contacto, donde suelen emplearse concentraciones entre 3,5 y 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 

(Coulon y col., 2010; Thomas, 2013).  

Los resultados obtenidos a partir de esta batería de ensayos de cribado se presentan en la Tabla 

VI.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 batería de ensayos 

de cribado a concentraciones de peróxido que varían desde 0,04 mM (0,0001 %, m/V) a 400 mM 

(1,36 %, m/V), basándose en estudios previos en que se utiliza 0,04 mM de H2O2 como 
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concentración de trabajo para evaluar la efectividad de la combinación de H2O2 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 desinfección con peróxido 

de hidrógeno: 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 peroxidación (1,5 % a 7,5 % de H2O2) tras 30 minutos de tratamiento 

[H2O2] (%, m/v) 
 SUPERVIVENCIA  

 AVL  BE 

0  + - +  + + + 
1,5  .- - -.  .- - -. 

3,75  .- - -.  .- - -. 
7,5  .- - -.  .- - -. 

El símbolo más (+) indica supervivencia y el símbolo 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 peroxidación (0,04 mM a 400 mM de H2O2) tras 30 minutos de tratamiento. 

[H2O2] (%, m/v) 
 SUPERVIVENCIA 

 AVL  BE 

0  + + +  + + + 
0,04  + + +  + + + 
0,4  + + +  + + + 
1  + + -  + + + 
2  + + -  + + + 
4  + + -  + + + 
5  .+ - -.  .+ + +. 

10  .- - -.  + + - 
20  .- - -.  + + - 
30  .- - -.  + + - 
40  .- - -.  .+ - -. 

400  .- - -.  .- - -. 
El símbolo más (+) indica supervivencia y el símbolo menos (-) indica no supervivencia de cada réplica 

realizada. 

 

Determinación del rango de dosis de radiación solar 

Con el objeto de establecer el rango de dosis de radiación solar a evaluar en los ensayos de 

desinfección, se llevan a cabo tratamientos de RS280–800 nm en los que se toman muestras cada 15 

minutos hasta los 120 minutos basándose en que: (1) estudios previos realizados por el grupo 

de investigación de Agua y Salud Ambiental demostraron que la combinación de 500 W/m2 de 

RS280-800 nm y 0,04 mM de H2O2 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 radiación UV254 nm combinados con cloro como efectivos para inactivar A. 

castellanii (Chauque y Rott, 2021). 

Los resultados obtenidos a partir de esta batería de ensayos de cribado muestran que ni la 

Acanthamoeba C1-211 ni sus BE sobreviven tras los tiempos de exposición estudiados en 

ninguna de las tres réplicas. Por ello, se realiza una segunda batería 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 cloración y peroxidación. 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 radiación solar, tanto RS280-

800 nm como RS300-800 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 RS280-800 nm a lo largo del tratamiento (0 min a 30 min). 

TIEMPO 
(min) 

 SUPERVIVENCIA 

 AVL  BE 

0  + + +  + + + 
0,5  + + +  + + + 
1  + + -  + + - 
2  + - -  + - + 
3  .- - -.  + - - 
4  .- - -.  .- - -. 
5  .- - +.  .- - +. 

10  .- - -.  .- - -. 
15  .- - -.  .- - -. 
30  .- - -.  .- - -. 

El símbolo más (+) indica supervivencia y el símbolo menos (-) indica no supervivencia de cada réplica 

realizada. 
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2. INACTIVACIÓN DE ACANTHAMOEBA Y SUS BACTERIAS 

ENDOCITOBIONTES MEDIANTE TRATAMIENTOS DE 

DESINFECCIÓN CONVENCIONALES 

Para evaluar la efectividad de los desinfectantes convencionales, se analiza la inactivación de las 

Acanthamoeba C1-211 y P31 y de sus BE tras 30 minutos de exposición a diferentes dosis 

mediante la metodología puesta a punto en el Apartado 1 del presente capítulo. Se registra la 

inactivación logarítmica de ambas cepas de Acanthamoeba en función de la dosis de 

desinfectante y, para estimar las dosis necesarias para reducir 2 ([Cl2]99%, [H2O2]99%, D99%) y 3 

([Cl2]99,9%, [H2O2]99,9%, D99,9%) unidades logarítmicas cada cepa de Acanthamoeba estudiada, se 

emplean las ecuaciones de regresión lineal obtenidas a partir de la parte lineal de las gráficas de 

inactivación (como se describe en los Apartados III.4.3.2 y III.4.3.4). La inactivación de las BE se 

determina cualitativamente y se expresa en tres categorías: “no hay inactivación”, “inactivación 

parcial” o “inactivación total” de las BE (tal y como se define en el Apartado III.4.3.3), mediante 

un código de colores. 

2.1. INACTIVACIÓN DE ACANTHAMOEBA MEDIANTE HIPOCLORITO DE SODIO  

Para evaluar la efectividad de la desinfección con cloro (Cl2), se analiza la inactivación de las 

Acanthamoeba C1-211 y P31 tras 30 minutos de exposición a concentraciones de Cl2 que varían 

entre 1 y 500 mg/L. En la Figura VI.7.a se muestra la inactivación logarítmica de ambas cepas de 

Acanthamoeba en función de la concentración de Cl2 inicial. Según los resultados, la exposición 

a Cl2 resulta en una reducción gradual de la viabilidad de la Acanthamoeba C1-211 hasta su 

inactivación 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 Cl2 durante 30 minutos para lograr 

su inactivación total. Los valores de [Cl2]99% y [Cl2]99,9% se recogen en la Tabla VI.10 e indican que 

la Acanthamoeba P31 requiere concentraciones de Cl2 entre 2,5 y 2,9 veces superiores a las de 

la Acanthamoeba C1-211.  

El cloro es el desinfectante más usado debido a su eficiencia frente a bacterias. Sin embargo, se 

necesitan dosis superiores a las típicamente empleadas en tratamientos de desinfección 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. 

Además, las dosis efectivas varían entre géneros; por ejemplo, se requieren entre 1 y 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 C1-211 y P31, 

respectivamente). Estas dosis son 100 veces mayores que las típicamente empleadas para los 

procesos de potabilización; por tanto, cabe esperar encontrar AVL, y especialmente 

Acanthamoeba, en las redes de agua potable, en aguas recreativas (Fernández, 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 así, las cepas de Acanthamoeba C1-211 y P31 son más sensibles que las de 

otros estudios, como la cepa de Acanthamoeba spp. estudiada por Gabriel y Panaligan (2020) 

que sufrió una reducción menor a 2 log tras dosis de 500 mg/L de Cl2 durante 25 minutos, o 

algunas de las cepas evaluadas por Coulon y col. (2010), que sobrevivieron tras 30 minutos a       

2 500 mg/L de Cl2. Ha de considerarse que estas resistencias corresponden a quistes, los cuales 

pueden ser entre 6 y 30 veces más resistentes al cloro que los trofozoítos (Dupuy y col., 2014) 

mientras que, en el presente estudio, los inóculos empleados contienen tanto quistes como 

trofozoítos.  

Para evaluar la efectividad de la desinfección con Cl2 en función del parámetro CT, se calcula la 

concentración del cloro residual presente tras los ensayos de inactivación (Tabla VI.11) mediante 

la metodología descrita en el Apartado III.4.2.1. Una vez calculado el valor CT para cada dosis de 

Cl2 del estudio, se representa la inactivación logarítmica alcanzada para cada una de las cepas 

de Acanthamoeba del estudio en función del CT en la Figura VI.7.b. A partir de las ecuaciones de 

regresión lineal obtenidas de la parte lineal de las gráficas, se calculan los valores de CT99% y 

CT99,9%; estos valores se recogen en la Tabla VI.10. Adicionalmente, se registra la evolución del 

pH en los ensayos realizados (Tabla VI.12).  

El CT es un parámetro que ha generado controversia entre la comunidad científica. 

Técnicamente, el CT ha de calcularse como la integral bajo la curva de declive del cloro a lo largo 

de la reducción logarítmica y así lo han realizado diferentes autores estudiando el efecto de este 

desinfectante frente a diferentes microorganismos (Sivaganesan y col., 2003). Sin embargo, en 

un contexto práctico, este parámetro se calcula mediante el producto de la concentración de 

cloro residual y el tiempo de tratamiento (Erickson y Ortega, 2006); de esta forma, se facilita y 
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asegura una desinfección acorde a las normativas respecto a la concentración residual de cloro 

en el agua. De hecho, la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA) en su guía de 

metodologías de desinfección y oxidación (EPA, 1999) recomienda este segundo método, razón 

por la cual se ha empleado en el presente estudio. 

 

Figura VI.7. Inactivación de Acanthamoeba y sus BE tras 30 minutos de desinfección con 

hipoclorito sódico a diferentes (a) concentraciones de Cl2 y (b) valores CT. Los colores azul 

(Acanthamoeba C1-211) y naranja (Acanthamoeba P31) más 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 más claros (no 

presentes en estas gráficas) indican que las BE fueron totalmente inactivadas. 

Tabla VI.10. Dosis de Cl2 (mg/L) y valores CT (mgmin/L) para lograr la inactivación de 2 log (99 %) y 3 log 

(99,9 %) de Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE. 

 C1-211  P31 

 [Cl2]99% [Cl2]99,9% [Cl2]BE  [Cl2]99% [Cl2]99,9% [Cl2]BE 

 55 94 500  159 247 >500 

 CT99% CT99,9% CTBE  CT99% CT99,9% CTBE 

 1 556 2 667 12 471  3 680 5 680 >10 820 
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Los parámetros CT99% y CT99,9% 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 inactivación de AVL de diferentes estudios y estimaron que el CT99% de los 

quistes de Acanthamoeba se encontraba entre 1.200 y 6.500 Cl2 mgmin/L. Comparando con 

Dupuy y col. (2014), quienes obtuvieron un CT99% de 865 mgmin/L frente a quistes de 

Acanthamoeba, las cepas del presente estudio son más resistentes al cloro. 

Tabla VI.11. Concentración residual de Cl2 (mg/L) tras los tratamientos de Cl2 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 Cl2. 

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. INACTIVACIÓN DE LAS BE MEDIANTE HIPOCLORITO DE SODIO  

Para evaluar la efectividad de la desinfección con Cl2, la inactivación de las BE de las 

Acanthamoeba C1-211 y P31 se evalúa tras 30 minutos de exposición a concentraciones de Cl2 

que varían entre 1 y 500 mg/L. La inactivación de las BE se determina cualitativamente en 

función de la concentración de Cl2 inicial y se expresa mediante un código de colores en la Figura 

VI.7.a. Según los resultados, el Cl2 afectó la supervivencia de las BE de ambas amebas en caso de 

que la concentración 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 trofozoítos y quistes no se vean afectados. Las BE parecen empezar a verse 

afectadas cuando las concentraciones de Cl2 son lo suficientemente elevadas como para 

penetrar los trofozoítos que las contienen, pero las estructuras quísticas parecen permanecer 
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intactas incluso inactivadas (He y col., 2021), protegiendo las bacterias del interior a 

concentraciones de Cl2 superiores (Tabla VI.10). 

Son necesarias dosis de Cl2 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 Cl2 

aún mayores. Las concentraciones de Cl2 necesarias para inactivar completamente las BE ([Cl2]BE) 

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 y la bacteria protegida en su interior Burkholderia agricolaris 

presentan niveles de inactivación similares; sin embargo, esto puede deberse a la alta 

sensibilidad al cloro de esta ameba (CT99,9% de 40 mgmin/L) o a la diferente relación 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 

García y col. (2007), quienes reportaron que L. pneumophila podía 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 básico causado por estas concentraciones de cloro tan 

elevadas (Tabla VI.12) podrían afectar la supervivencia de la ameba, aunque, según Khan (2003), 

el género Acanthamoeba puede crecer a pH entre 4 y 12. 

La inactivación de las BE también se representa en función del parámetro CT en la Figura VI.7.b 

y los valores CT necesarios para inactivar completamente las BE (CTBE), 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 (CT99,9%). En el caso de la Acanthamoeba P31, el CT necesario para la inactivación de las BE 

ha de ser superior a 10 820 mgmin/L. Estos valores pueden servir de referencia para futuros 

estudios. 

Debido a la generación de trihalometanos y otros subproductos potencialmente cancerígenos 

(Di Cesare et al., 2020), las dosis de Cl2 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. INACTIVACIÓN DE ACANTHAMOEBA MEDIANTE PERÓXIDO DE HIDRÓGENO  

Para evaluar la efectividad de la desinfección con H2O2, la inactivación de las Acanthamoeba C1-

211 y P31 se evalúa tras 30 minutos de exposición a concentraciones de H2O2 que varían entre 

1 y 25 mM de H2O2. La inactivación logarítmica alcanzada en función de la concentración de H2O2 

inicial se muestra en la Figura VI.8. Según los resultados, conforme aumenta la dosis inicial de 

H2O2, aumentan gradualmente las reducciones logarítmicas de ambas cepas de Acanthamoeba 

hasta ser completamente inactivadas tras la exposición 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, [H2O2]99% y [H2O2]99,9%, respectivamente, se recogen en la Tabla VI.13 e indican que la 

Acanthamoeba P31 requiere concentraciones de H2O2 1,7 veces superiores a las de la 

Acanthamoeba C1-211. La concentración residual de H2O2 tras los tratamientos se registra en el 

Tabla VI.14 siguiendo la metodología descrita en el Apartado III.4.2.2. 

 

Figura VI.8. Inactivación de Acanthamoeba y sus BE tras los tratamientos de H2O2. Los 

colores azul (Acanthamoeba C1-211) y naranja (Acanthamoeba P31) más 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 más claros 

indican que las BE fueron totalmente inactivadas. 

Tabla VI.13. Dosis de H2O2 (mM) para lograr la inactivación de 2 log (99 %) y 3 log (99,9 %) de 

Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE. 

 C1-211  P31 

 [H2O2]99% [H2O2]99,9% [H2O2]BE  [H2O2]99% [H2O2]99,9% [H2O2]BE 

 3,7 5,6 25  6,4 9,9 25 
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El peróxido de hidrógeno se ha empleado durante muchos años 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 además considerado como un tratamiento amigable con el medio 

ambiente al no producirse subproductos tóxicos, en comparación con tratamientos de cloración 

(Casini y col., 2017). Este compuesto se conoce por ser uno de los desinfectantes más 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 bibliografía, las cepas evaluadas son mucho más sensibles a H2O2 que la 

mayoría 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 mayoría de estos estudios 

corresponden a análisis de formulaciones para líquidos de lentes de contacto, en los cuales se 

emplean elevadas dosis y cepas de Acanthamoeba especialmente resistentes. Además, 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 H2O2, observaron reducciones logarítmicas que varían 

desde menos de 1 log tras 30 minutos a 4,8 log de reducción tras 20 minutos. Dichos resultados 

se obtuvieron evaluando quistes y, en el presente estudio, los inóculos empleados pueden 

contener trofozoítos y quistes inmaduros, los cuales son más sensibles que los quistes (Khunkitt 

y col., 1998).  

Asimismo, el espesor de la pared quística, el número 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 y, 

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 desinfección con H2O2 son difíciles de comparar entre sí ya que las 

condiciones experimentales son completamente diferentes según el propósito de la 

desinfección, las cepas diana, la matriz o el tiempo de contacto. Incluso falta estandarización en 

las unidades de medida: mg/L, % (m/v), % (v/v) o mM se encuentran entremezcladas en la 

bibliografía (Silva y Sagobal-Paz, 2022). 
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Tabla VI.14. Concentración residual de H2O2 (mM) tras los tratamientos de H2O2. 

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. INACTIVACIÓN DE BE MEDIANTE PERÓXIDO DE HIDRÓGENO  

Para evaluar la efectividad de la desinfección con H2O2, la inactivación de las BE de las 

Acanthamoeba C1-211 y P31 se evalúa tras 30 minutos de exposición a concentraciones que 

varían entre 1 y 25 mM H2O2. La inactivación de las BE en función de la dosis inicial de H2O2 se 

determina cualitativamente y se expresa en tres categorías mediante el código de colores que 

se observan en la Figura VI.8. Las concentraciones de H2O2 necesarias para inactivar 

completamente las BE de las amebas de estudio ([H2O2]BE) se recogen en la Tabla VI.13. 

Los resultados muestran que las BE de ambas amebas requieren una exposición de 25 mM (850 

mg/L) de H2O2 durante 30 minutos para ser inactivadas. Teniendo en cuenta que, según 

Mohammed (2016), dosis de 35 mg/L de H2O2 (1 mM) son suficientes para controlar las bacterias 

de transmisión hídrica, los resultados indican que las BE pueden resistir dosis de H2O2 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 requería mayores dosis de cloro o 

dióxido 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 está relacionado con la 

robustez de la pared quística y, en este caso, con el mecanismo de acción del H2O2. 

El H2O2 afecta a los microorganismos mediante daño externo e interno. Por un lado, el daño 

interno se debe a la generación de radicales hidroxilo (•OH) mediante reacciones Fenton 

intracelulares (producidas cuando se combina el H2O2 con iones internos, principalmente 

ferrosos, pero también férricos), al daño en el ADN y a la afectación de la función mitocondrial. 

Por otro lado, el daño externo se produce por el ataque de H2O2 a la pared celular, el cual, 
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aumenta su permeabilidad, provoca la entrada de más H2O2 a la célula y, consecuentemente, 

incrementa el daño 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 VI.8, la supervivencia de las BE de la Acanthamoeba P31 se 

vio afectada a todas las dosis de H2O2 evaluadas. Por el contrario, la supervivencia de las BE de 

la Acanthamoeba C1-211 no se vio afectada hasta que la Acanthamoeba se inactivó 

completamente (dosis iniciales de al menos 10 mM). Estos resultados pueden deberse a 

diferencias en la proporción de trofozoítos y quistes del inóculo inicial. Posiblemente, la 

proporción de trofozoítos de la Acanthamoeba P31, más sensibles que los quistes, fuera mayor 

y las BE afectadas a bajas dosis de H2O2 sean las liberadas por los trofozoítos 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 trofozoítos y quistes y los inactive. Es posible que el compartimento celular de las 

amebas en el cual habitan las BE o la protección otorgada por vesículas que las amebas pueden 

expulsar cargadas con BE influyan en mayor o menor medida en la inactivación 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) nº 528/2012 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de mayo de 2012, 

relativo a la comercialización y el uso de los biocidas, acepta dosis de 25 mg/L (0,7 mM) de H2O2 

y concentraciones residuales de 5 mg/L (0,15 mM) de H2O2 para algunos productos tras la 

desinfección de agua potable (European Chemicals Agency, 2020). Tomando esta regulación en 

cuenta, las Acanthamoeba C1-211 y P31, al igual que sus BE, pueden superar fácilmente las 

plantas de tratamiento de agua basadas en este proceso de desinfección, colonizar los sistemas 

acuáticos artificiales como tuberías, 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 desinfección por H2O2 para inactivar las 

Acanthamoeba de estudio y sus BE. 
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2.5. INACTIVACIÓN DE ACANTHAMOEBA MEDIANTE RADIACIÓN SOLAR  

Para evaluar la efectividad de la desinfección por radiación solar (RS), la inactivación de las 

Acanthamoeba C1-211 y P31 se evalúa a lo largo de 30 minutos de exposición a RS simulada. Se 

comparan dos rangos de longitudes de onda: 280-800 nm (que incluye radiación UV-A + UV-B) y 

320-800 nm (que incluye UV-A). La inactivación logarítmica alcanzada en función de la dosis de 

radiación y del tiempo de exposición durante los tratamientos de RS320-800 nm y RS280-800 nm se 

muestran en la Figura VI.9.a y b, respectivamente. Los valores D99% y D99,9%, calculados según se 

indica en el Apartado III.4.2.3, se recogen en la Tabla VI.15. 

La radiación solar (RS) se ha empleado ampliamente por el poder germicida de la radiación 

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 más efectivo, seguido 

del UV-B (280-320 nm) y UV-A (320-400 nm). La desinfección por RS se limita al rango de 290 a 

400 nm, ya que la atmosfera de la Tierra absorbe, de forma natural, la radiación UV-C y parte de 

la UV-B (Pichel y col., 2019). En el presente estudio, los dos rangos estudiados representan la 

exposición directa a RS (RS280-800 nm) y la exposición a RS a través de un reactor de vidrio o plástico 

(RS320-800 nm), como en un proceso de desinfección solar (SODIS por sus siglas en inglés), 

respectivamente. Por un lado, el rango UV-B actúa directamente sobre el ADN inhibiendo los 

procesos de replicación y transcripción e impidiendo el crecimiento y la replicación celular 

(Dalrymple y col., 2010; Giannakis y col., 2016; Pichel y col., 2019). La radiación UV-B también 

puede dañar el ADN indirectamente mediante la generación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), las cuales, afectan además a diversos componentes celulares. Por otro lado, la radiación 

UV-A puede dañar el ADN indirectamente a través de la acción 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 desinfección amigable con el medioambiente y costo efectivo ha demostrado 

ser especialmente efectivo frente a bacterias y virus; sin embargo, los protozoos son más 

resistentes (Environmental Protection Agency, EPA, 1999): mientras que 2,5 h de RS pueden 

reducir 5 log la población bacteriana de Escherichia coli o Pseudomonas aeruginosa, 8 h de 

tratamiento apenas logran la inactivación de 1 log de los quistes de A. polyphaga (Lonnen y col., 

2005). 
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Figura VI.9. Inactivación 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) más 

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 

más claros indican que las BE fueron totalmente inactivadas. 

Tabla VI.15. Dosis de RS (D, en KWs/m2) para lograr la inactivación de 2 log (99 %) y 3 log (99,9 %) de 

Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE. 

TRATAMIENTO 
 C1-211  P31 

 D99% D99,9% DBE  D99% D99,9% DBE 

RS320-800nm  >900 >900 >900  >900 >900 >900 
RS280-800nm  178 285 900  - - >900 
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Según los resultados, la RS320-800 nm no logra inactivar las Acanthamoeba de estudio tras 30 

minutos de exposición, indicando que el rango UV-A (320-400 nm) es completamente ineficaz 

frente a estas cepas, aunque pudo tener un efecto sinérgico con la radiación UV-B durante los 

ensayos de RS280-800 nm. En comparación, 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/m2 y, parcialmente, la Acanthamoeba P31. En 

este segundo caso, se obtuvo una reducción de 1,5 log tras una dosis de 150 KWs/m2 que se 

mantuvo tras exposiciones a dosis de 900 KWs/m2, por lo cual, se desconocen los valores D99% y 

D99,9% de esta Acanthamoeba. Esta reducción parcial debe corresponder a la inactivación de los 

trofozoítos o de los quistes inmaduros (que pueden estar presentes en el inóculo inicial de los 

ensayos), mientras que los quistes de la Acanthamoeba P31 permanecen viables tras la 

exposición. 

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 están analizando quistes o trofozoítos. Aun así, parece que los resultados obtenidos 

relativos a la RS320-800nm concuerdan con los de Adan y col. (2018), quienes obtuvieron menos de 

1 log de reducción de los trofozoítos de una cepa de Acanthamoeba tras 125 minutos de 

radiación UV-A. Respecto a los resultados obtenidos en los ensayos de RS280-800nm, las 

Acanthamoeba C1-211 y P31 parecen más sensibles que las cepas estudiadas por Heaselgrave y 

Kilvington (2011) y Lonnen y col. (2005). Heaselgrave y Kilvington (2011) lograron una reducción 

de 2 log de los quistes de A. castellanii tras una exposición a 550 W/m2 de RS290-800 nm durante 6 

horas (D99% = 11.880 KWs/m2). Lonnen y col. (2005) obtuvieron una reducción de 2 log de los 

trofozoítos de A. polyphaga tras 2 h de 870 W/m2 de RS300 nm – 10 µm (D99% = 6.264 KWs/m2), 

mientras que los quistes apenas se vieron afectados (menos de 1 log de reducción) tras 8 h de 

desinfección solar (dosis de 25.056 KWs/m2). 

 

2.6. INACTIVACIÓN DE LAS BE MEDIANTE RADIACIÓN SOLAR  

Para evaluar la efectividad de la desinfección mediante RS, se evalúa la inactivación de las BE de 

las Acanthamoeba C1-211 y P31 a lo largo de 30 minutos de exposición a RS320-800 nm y                  

RS280-800 nm. La inactivación de las BE en función del tiempo y la dosis de RS se determina 

cualitativamente y se expresa en tres categorías, mediante el código de colores que se observan 

en la Figura VI.9. Las dosis de RS320-800 nm y RS280-800 nm necesarias para inactivar completamente 

las BE de estudio (DBE) se recogen en la Tabla VI.15. 
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Según los resultados, y al igual que ocurría con las AVL (Apartado VI.2.5), el tratamiento de 30 

minutos de RS320-800 nm no inactiva las BE de ninguna de las Acanthamoeba de estudio, incluso a 

las exposiciones más elevadas (900 KWs/m2). Estos resultados concuerdan con Adan y col. 

(2018), quienes detectaron que Escherichia coli apenas se veía afectada tras 150 min de 

exposición a UV-A en presencia de Acanthamoeba, aunque la supervivencia de la bacteria se 

relacionó con la dispersión de la luz UV y no con la protección de la ameba. Por el contrario, la 

RS280-800 nm sí que afecta las BE y, como ocurre en los ensayos de desinfección con Cl2 y H2O2, 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 RS280-800 nm (DBE = 900 KWs/m2) 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 UV254 nm. En su 

estudio, describen que los quistes no se rompían o dañaban tras la radiación UV254 nm, sino que 

sugieren que estos pueden absorber y filtrar la luz UV, permitiendo que sólo una fracción alcance 

las bacterias internalizadas. En el caso de la Acanthamoeba P31, la RS280-800 nm afectó a las 

bacterias protegidas, pero algunas sobrevivieron tras 900 KWs/m2. Dado que 30 minutos de 

exposición a RS280-800 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/m2 de RS280-800 nm.  

Como se puede comprobar, la radiación solar no logra la inactivación completa de la 

Acanthamoeba P31 ni sus BE, subrayando la necesidad de procesos de desinfección alternativos. 
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3. INACTIVACIÓN DE ACANTHAMOEBA Y SUS BACTERIAS 

ENDOCITOBIONTES MEDIANTE TRATAMIENTOS AVANZADOS 

DE OXIDACIÓN  

Para evaluar la efectividad de los tratamientos avanzados de oxidación, se comprueba la 

inactivación de las Acanthamoeba C1-211 y P31 y de sus BE tras la exposición a diferentes dosis 

de Cl2, H2O2 y RS mediante la metodología puesta a punto en el Apartado 1 del presente capítulo. 

La inactivación logarítmica de ambas cepas de Acanthamoeba se muestra en función de la dosis 

de desinfectante y, mediante las ecuaciones de regresión lineal obtenidas de la parte lineal de 

las gráficas, se estiman las dosis necesarias para reducir 2 ([Cl2]99%, [H2O2]99%, D99%) y 3 ([Cl2]99,9%, 

[H2O2]99,9%, D99,9%) unidades logarítmicas cada cepa (como se describe en los Apartados III.4.3.2 

y III.4.3.4). La inactivación de las BE se determina cualitativamente y se expresa en tres 

categorías: “no hay inactivación”, “inactivación parcial” o “inactivación total” de las BE (tal y 

como se define en el Apartado III.4.3.3), mediante un código de colores. 

3.1. INACTIVACIÓN DE ACANTHAMOEBA MEDIANTE COMBINACIÓN DE 

HIPOCLORITO SÓDICO Y RADIACIÓN SOLAR 

Para determinar la efectividad de la desinfección mediante la combinación de cloro y radiación 

solar (Cl2/RS320-800 nm y Cl2/RS280-800 nm), se evalúa la inactivación de las Acanthamoeba de estudio 

a lo largo de 30 minutos de exposición a diferentes dosis de Cl2 (de 1 a 500 mg/L) y RS simulada. 

Los resultados en función de la dosis inicial de cloro se muestran en la Figura VI.10 y los valores 

de [Cl2]99%, [Cl2]99,9% se presentan en la Tabla VI.16. La evolución del cloro residual (determinada 

según describe el Apartado III.4.2.1) y el pH se registra en las Tablas VI.17 y VI.18, 

respectivamente. 

Mediante la combinación de Cl2 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 Cl•, Cl2•− y ClO•, las cuales pueden contribuir a la 

inactivación microbiana (Polo-López y col., 2017; Wang y col., 2023a). De hecho, se ha 

demostrado que la combinación de cloro y la luz solar puede acelerar drásticamente la 

inactivación de formas microbianas resistentes al cloro como endosporas de Bacillus subtilis 

(Forsyth y col., 2013) y ooquistes de Cryptosporidium parvum (Zhou y col., 2014).  



Tesis Doctoral de C. Menacho 

242 
 

 

Figura VI.10. Inactivación de Acanthamoeba y sus BE tras los tratamientos de (a) Cl2/RS320-

800 nm y (b) Cl2/RS280-800 nm. Los colores azul (Acanthamoeba C1-211) y naranja 

(Acanthamoeba P31) más oscuros (no presentes en estas gráficas) 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 más claros indican que 

las BE fueron totalmente inactivadas. 

Tabla VI.16. Dosis de Cl2 (mg/L) para lograr la inactivación de 2 log (99 %) y 3 log (99,9 %) de 

Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE en los tratamientos de combinación Cl2/RS280-800 nm 

y Cl2/RS320-800 nm. 

TRATAMIENTO 
 C1-211  P31 

 [Cl2]99% [Cl2]99,9% [Cl2]B  [Cl2]99% [Cl2]99,9% [Cl2]BE 

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 combinación de Cl2 y RS, utilizando ambos rangos de longitudes 

de onda, potencia la inactivación de la Acanthamoeba C1-211, mientras que la inactivación de 

la Acanthamoeba P31 prácticamente sólo mejora al combinar Cl2 y RS280-800 nm. El tratamiento 

Cl2/RS320-800 nm no mejora su inactivación (Apartados VI.2.1 y 2.5). De esta forma, se observa que 

la inactivación de Acanthamoeba es mucho más eficiente con la combinación de Cl2 y RS que 

mediante los tratamientos convencionales de Cl2 o SR, especialmente cuando se emplea la    

RS280-800 nm.  

La combinación de 5 mg/L de Cl2 y RS280-800 nm alcanza una reducción de 3 log de ambas 

Acanthamoeba, reduciendo entre 20 y 50 veces la dosis de Cl2 necesaria para su inactivación, 

haciendo este tratamiento de desinfección atractivo e interesante para eliminar AVL del agua. 

Pese a que los tratamientos de RS280-800 nm y 5 mg/L de Cl2/SR280-800 nm son igualmente eficientes 

frente a la Acanthamoeba C1-211, mantener un efecto residual de desinfección tras el 

tratamiento, como en el caso de Cl2/RS280-800 nm (Tabla VI.17), produce resultados beneficiosos 

(Khajouei y col., 2022). Estos resultados concuerdan con los reportados por Wang y col. (2023a), 

quienes obtuvieron eficiencias similares cuando testearon la combinación de 5 mg/L de Cl2 y RS 

frente a la ameba Dictyostelium discoideum: una reducción de 3 log tras 10 minutos de 

exposición que incrementó a 5 log si se prolongaba el tiempo a 20 minutos; aunque ha de 

recordarse que esta especie de AVL es mucho más sensible que Acanthamoeba (como se indica 

en el Apartado 2.2 del presente capítulo). 

Comparando las cepas de estudio, la combinación de Cl2 y RS320-800 nm resulta efectiva eliminando 

a la Acanthamoeba C1-211, pero es menos eficiente frente a la Acanthamoeba P31 (los valores 

[Cl2]99% y [Cl2]99,9% de esta AVL son mayores comparando con el tratamiento convencional). 

Teniendo en cuenta que la combinación de cloro y radiación solar combina múltiples 

mecanismos para inactivar patógenos, (1) la reacción directa de HOCl/OClˉ, (2) la fotólisis directa 

por la radiación UV y (3) los ataques de las moléculas oxidativas -ROS, RCS y O3- (Remucal y 

Manley, 2016), las variaciones al combinar Cl2 con RS280-800 nm o RS320-800 nm deben de estar 

relacionadas con los diferentes mecanismos de desinfección implicados (y el grado de los 

mismos). 

La combinación de cloro y RS, y la subsecuente formación de especies reactivas oxidantes, son 

dependientes del pH y la longitud de onda. Atendiendo al pH de los ensayos (Tabla VI.18) y, 

considerando la constante de disociación ácida del HOCl (pKa = 7.5), el OClˉ debe de ser la especie 

de cloro predominante en la mayoría de los ensayos de combinación de Cl2 y RS realizados. Las 

dos especies de cloro intercambiables (HOCl/OClˉ) tienen diferente espectro de absorción de 
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radiación UV-visible: el coeficiente de absorción de OClˉ tiene su máximo a 292 nm y, por tanto, 

la irradiación de OClˉ a 280-800 nm (durante los ensayos Cl2/RS280-800 nm) debe de producir 

mayoritariamente •OH gracias a las subsecuentes reacciones (Reacciones 4-9, Capítulo I). A 

longitudes de onda superiores a 320 nm, como las irradiadas durante los ensayos de Cl2/RS320-

800 nm y tras las sucesivas reacciones (Reacciones 10-11, Capítulo I), el ozono es la principal 

especie oxidante producida (Remucal y Manley, 2016; Zhou y col., 2014). Atendiendo a los 

resultados, parecería que los radicales •OH son una ruta más eficiente que el ozono para 

inactivar las Acanthamoebas de estudio. 

Tabla VI.17. Concentración residual de Cl2 (mg/L) tras los tratamientos de Cl2/RS280-800 nm y Cl2/RS320-800 nm. 

DOSIS 
(mg/L) 

 C1-211  P31 

 Cl2/RS320-800 nm Cl2/RS280-800 nm  Cl2/RS320-800 nm 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/RS280-800 nm y Cl2/RS320-800 nm a diferentes tiempos. 

DOSIS (mg/L) 
 Cl2/RS280-800 nm  Cl2/RS320-800 nm 

 0 min 5 min 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/RS280-800 nm y Cl2/RS320-800 nm (Reacciones 4, 5, 

12 y 13, Capítulo I) deben de colaborar también en la inactivación microbiana, aunque no está 

claro hasta qué punto, ya que el Cl• reacciona de forma más selectiva que •OH. Además, todavía 

no se ha estudiado exhaustivamente si la producción de Cl• varía en función de la longitud de 

onda irradiada (Remucal y Manley, 2016) y, por tanto, el papel potencial de los RCS en la 

inactivación microbiana en los presentes ensayos se desconoce. Al no ser este el objetivo del 

presente estudio sería recomendable realizar experimentación fundamental para poder 

entender mejor el poder desinfectante de los RCS durante estos tratamientos. 
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Forsyth y col. (2013) sugieren la activación de cloro mediante radiación UV-A como una 

estrategia atractiva para potenciar la inactivación de patógenos resistentes al cloro. Sin 

embargo, parece que son necesarias bajas longitudes de onda (como las empleadas durante la 

combinación de Cl2 y RS280-800 nm) para inactivar eficientemente a Acanthamoeba, incluso en 

presencia de cloro. En este sentido, Chauque y Rott (2021) evaluaron la capacidad desinfectante 

de Cl2/UV254nm frente a una cepa de A. castellanii. Observaron que concentraciones de Cl2 bajas 

(entre 1 y 8 mg/L) durante exposiciones prolongadas (dos rondas de 90 min) a UV254 nm (2,43 

W/m2) eran efectivas para inactivar tanto trofozoítos como quistes. Pese a las bajas dosis de 

cloro que fueron empleadas para reducir el coste del tratamiento, fue necesario un gran 

consumo de energía para cubrir los extensos tiempos de exposición. Dependiendo de los usos 

del agua y las necesidades en el punto de uso, esos tiempos tan elevados pueden no ser factibles. 

Además, como en dicho estudio no se evaluó la capacidad de desinfección de las BE, se 

desconoce si podrían sobrevivir o no a ese tratamiento. 

Según los resultados obtenidos, la combinación de 5 mg/L de Cl2 con ambos rangos de longitudes 

de onda de RS alcanza la inactivación total de la Acanthamoeba C1-211 y, comparando con los 

resultados de cloración (Apartado VI.2.1), reduce 20 veces la dosis de Cl2 necesaria para lograr 

el mismo efecto. En el caso de la Acanthamoeba P31, la reducción obtenida mediante la 

combinación de Cl2 y RS320-800 nm es similar a la obtenida por el tratamiento de cloración: se 

necesitaron en torno a 300 mg/L durante 30 minutos para lograr una reducción de 3 log de la 

ameba. Por el contrario, la combinación de 5 mg/L de Cl2 y RS280-800 nm inactiva totalmente la 

Acanthamoeba P31, reduciendo 50 veces la dosis de Cl2 necesaria. 

La inactivación de las amebas también se determina a diferentes tiempos a lo largo de los 

tratamientos de Cl2/RS280-800 nm, tal y como se muestra en la Figura VI.11. Los valores de D99% y 

D99,9% estimados a partir de estos resultados se presentan en la Tabla VI.19. En el caso de 

combinar 1 o 5 mg/L de Cl2 con RS280-800 nm, la reducción de la Acanthamoeba C1-211 (Figura 

VI.11.a) no se ve mejorada en comparación con el tratamiento de RS280-800 nm (Figura VI.9.b). La 

combinación de 50 mg/L con RS280-800 nm acelera la inactivación de la Acanthamoeba C1-211, 

alcanzando una reducción de 3 log tras aproximadamente 5 minutos de exposición, en vez de 

10 minutos, reduciendo a la mitad la dosis de RS280-800 nm necesaria para inactivar completamente 

la ameba (Tabla VI.15). En el caso de la Acanthamoeba P31 (Figura VI.11.b), la combinación de 

Cl2/RS280-800 nm mejora la inactivación comparando con los tratamientos convencionales de Cl2 o 

RS280-800 nm: se logra una inactivación de 2, 3 y 4 log al combinar RS280-800 nm con 1, 5 y 50 mg/L de 

Cl2, respectivamente, durante 10 minutos en vez de 30, reduciendo por tanto la dosis de RS280-

800 nm necesaria al menos 3 veces. 
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Atendiendo conjuntamente a los resultados de ambas amebas, la combinación de 5 mg/L de Cl2 

y RS280-800 nm durante 10 minutos logra una inactivación de 3 log para ambas cepas, reduciendo 

drásticamente la dosis de Cl2 necesaria para su inactivación: entre 20 y 50 veces. 

 

Figura VI.11. Inactivación de las Acanthamoeba (a) C1-211 y (b) P31 a lo largo de 30 minutos 

de combinación de Cl2 y RS280-800 nm con diferentes dosis de Cl2 (mg/L) 

Tabla VI.19. Dosis de RS (D, en KWs/m2) para lograr la inactivación de 2 log (99 %) y 3 log (99,9 %) de 

Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE en los tratamientos de combinación Cl2/RS280-800 nm 

con distintas dosis de Cl2 (mg/L). 

Cl2/RS280-800nm 
 C1-211  P31 

 D99% D99,9% DBE  D99% D99,9% DBE 

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 
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3.2. INACTIVACIÓN DE BACTERIAS ENDOCITOBIONTES MEDIANTE COMBINACIÓN 

DE HIPOCLORITO SÓDICO Y RADIACIÓN SOLAR  

Para determinar la efectividad de inactivación de los tratamientos de combinación de Cl2 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 inactivación de las BE se presenta en la Figura VI.12. 

Las dosis de Cl2 ([Cl2]BE) necesarias para inactivar completamente las BE se recogen en la Tabla 

VI.16. 

Según los resultados y comparando con los obtenidos en los tratamientos de cloración 

(Apartado VI.2.2) la combinación de Cl2 y RS disminuyó drásticamente la dosis necesaria de Cl2 

para inactivar el crecimiento de las BE de la Acanthamoeba C1-211: de 500 Cl2 mg/L a 50 mg/L 

al combinar Cl2 y RS320-800 nm y a 5 mg/L al combinar con RS280-800 nm. En el caso de la Acanthamoeba 

P31, se necesitan dosis de 500 mg/L para inactivar el crecimiento de las BE al combinar Cl2 y 

RS320-800 nm, mientras que si se combina Cl2 y RS280-800 nm, se inactivan las BE con dosis de 100 mg/L 

de Cl2, reduciendo más de 5 veces la dosis de Cl2 necesaria. 

 

Figura VI.12. Inactivación de las BE de las Acanthamoeba C1-211 y P31 tras los tratamientos 

de RS y Cl2/RS280-800 nm. La supervivencia de las BE se determina cualitativamente y se indica 

según los colores: rojo para la supervivencia de las BE no afectadas, naranja para la 

supervivencia de las BE afectadas y verde para la inactivación 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 Cl2 evaluadas (mg/L). 
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La inactivación de las BE también se determina a diferentes tiempos a lo largo de los 

tratamientos Cl2/RS280-800 nm, tal y como se muestra en la Figura VI.12. A partir de estos 

resultados, se estiman los valores de DBE necesarios para alcanzar la inactivación completa de 

las BE. Estos valores se recogen en la Tabla VI.19. 

La combinación de Cl2 y RS, como ocurría en los tratamientos de desinfección convencional, 

requiere dosis mucho más elevadas para la inactivación de BE que para la de las cepas de 

Acanthamoeba, reforzando el rol protector de las amebas hacia las bacterias. La combinación 

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 Cl2 y RS280-800 nm, las 

BE de la Acanthamoeba C1-211 se inactivaron con dosis de 5mg/L de Cl2, al igual que la 

Acanthamoeba C1-211, pero fue necesario prolongar el tiempo de exposición 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 quística, que actúa como un caparazón extremadamente resistente, 

proporcionando un ambiente protector en el interior, ya esté activo o no el quiste (Garajová y 

col., 2019).  

Comparando con los tratamientos individuales, la combinación de Cl2 y RS y la subsecuente 

generación de moléculas oxidantes (ROS, RCS y O3) derivan en tratamientos de desinfección más 

eficientes, especialmente Cl2/RS280-800 nm. Concretamente, la combinación de Cl2 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 Cl2 (de 500 a 50 mg/L). Esta combinación, 

equivalente a añadir cloro a un proceso SODIS y efectiva frente a las BE de la Acanthamoeba C1-

211, no logra la inactivación 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 Cl2 y RS280-800 nm, al igual que ocurre con las cepas 

de Acanthamoeba, el proceso también resulta más eficiente que los tratamientos 

convencionales de Cl2 o RS: el tratamiento de Cl2/RS280-800 nm reduce entre 5 y 100 veces la dosis 

de cloro necesaria para alcanzar la inactivación total de las BE. 

Esta mejora en la eficiencia de desinfección mediante la combinación 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 desinfección atractivo para futuros estudios de 

optimización (de dosis de Cl2 y tiempos de exposición), de cara a diseñar y poner a punto 

tratamientos acordes a diferentes usos del agua. 

Merece la pena recordar que la generación de subproductos como los trihalometanos o ácidos 

haloacéticos se producen a partir de la cloración de la materia orgánica disuelta (MOD) presente 

de manera natural en las aguas. Si por combinación con la RS se puede reducir la dosis de cloro 

aplicada y el tiempo de exposición, se puede deducir que, probablemente, se pudiera reducir 

considerablemente la generación de subproductos organoclorados asociados utilizando la 

combinación de ambos agentes (Remucal y Manley, 2016). No obstante, se necesitan futuros 

estudios para implementar este tratamiento y prevenir la formación de subproductos orgánicos 

no deseados. 
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3.3. INACTIVACIÓN DE ACANTHAMOEBA MEDIANTE COMBINACIÓN DE PERÓXIDO 

DE HIDRÓGENO Y RADIACIÓN SOLAR 

Para determinar la efectividad de desinfección mediante la combinación de peróxido de 

hidrógeno y radiación solar, la inactivación de las Acanthamoeba C1-211 y P31 se evalúa a lo 

largo de 30 minutos de exposición a diferentes dosis de H2O2 (de 1 a 25 mM) y RS280-800 nm 

simulada. En la Figura VI.13 se muestra la inactivación logarítmica de ambas cepas de 

Acanthamoeba en función del tiempo de exposición y la dosis de radiación a diferentes dosis 

iniciales de H2O2. Los valores D99% y D99,9%, calculados según indica la metodología del Apartado 

III.4.2.3, se recogen en la Tabla VI.20. El registro de la concentración residual de H2O2 se muestra 

en la Tabla VI.21 (siguiendo la metodología descrita en el Apartado III.4.2.2). 

Combinar H2O2 y RS puede convertirse en un tratamiento de desinfección muy eficiente al aunar 

las ventajas del H2O2, la RS y los PAO; sin embargo, los mecanismos de inactivación microbiana 

de este tratamiento todavía no están claros (Agulló-Barceló y col., 2013). Muchos de los estudios 

desarrollados hasta la fecha evalúan la inactivación de bacterias; sin embargo, este es el primer 

estudio en el que se evalúa la inactivación de AVL y sus BE mediante la combinación H2O2/RS280-

800 nm. No se estudia la combinación con RS en el rango de 320 a 800 nm ya que la fotólisis del 

enlace peroxídico de H2O2 (y la consecuente generación de radicales •OH) se produce cuando la 

molécula absorbe radiación UV a longitudes de onda inferiores a 300 nm (Malato y col., 2009). 

Los resultados muestran que, como norma general, la combinación de H2O2 y RS280-800 nm 

potencia la inactivación 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, colífagos somáticos, bacteriófagos de ARN F-específicos, Fusarium solani 

y Fusarium equiseti (Adeel y col., 2024; Agulló-Barceló y col., 2013; Martínez-García y col., 2023; 

Moreira y col., 2018; Polo-López y col., 2011, 2017; Sichel y col., 2009). De hecho, la inactivación 

total de la Acanthamoeba P31 se logra con todas las dosis de peróxido evaluadas, mientras que 

el tratamiento de RS280-800 nm por sí sólo no lo consigue (Apartado VI.2.5). Estos resultados son 

similares a los obtenidos mediante la combinación de cloro y RS (Apartado VI.3.1): la 

combinación puede inactivar la Acanthamoeba, pero sólo la RS, no.  

Al combinar 1 mM de H2O2 (34 mg/L) y RS280-800 nm, el 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 RS280-800 nm (de 300 y más de 900 KWs/m2 a 75 y 300 KWs/m2, respectivamente). 
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Figura VI.13. Inactivación de las Acanthamoeba (a) C1-211 y (b) P31 a lo largo de los 

tratamientos de RS y H2O2/RS con diferentes dosis de H2O2 (mM). 

Tabla VI.20. Dosis de RS280-800 nm (D, en KWs/m2) para lograr la inactivación de 2 log (99 %) y 3 log (99,9 %) 

de Acanthamoeba y para inactivar completamente las BE en los tratamientos de combinación                      

H2O2/RS280-800 nm. 

TRATAMIENTO 
 C1-211  P31 

 D99% D99,9% DBE  D99% D99,9% DBE 

1 mM H2O2/RS  57,3 87,4 900  163,3 277,2 900 

3 mM H2O2/RS  47,2 68,6 300  34,7 56,7 900 

5 mM H2O2/RS  10,6 15,8 150  19,1 29,0 150 

Al combinar 3 mM de H2O2 (102 mg/L) y RS280-800 nm, el tiempo y la dosis de RS necesarios para 

inactivar la Acanthamoeba P31 se reduce drásticamente 5 veces (60 W/m2) comparando con la 

dosis anterior (1 mM). En el caso de la Acanthamoeba C1-211, sin embargo, la combinación de 
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3 mM H2O2/RS280-800 nm mantiene el tiempo y la dosis de RS280-800 nm necesarias para inactivar la 

ameba. Al aumentar la dosis a 5 mM H2O2 (170 mg/L), el tratamiento H2O2/RS280-800nm reduce 4 

y 2 veces la dosis de radiación necesaria para inactivar las Acanthamoeba C1-211 y P31, 

respectivamente, comparando con la dosis anterior (3 mM).  

Comparando con el tratamiento de RS280-800 nm, la combinación de 5 mM H2O2 y RS280-800 nm 

acelera pronunciadamente la inactivación de ambas cepas de Acanthamoeba: C1-211 y P31 se 

inactivaron totalmente 20 y 30 veces más rápido, reduciendo la dosis de RS280-800 nm necesaria 

(15 y 30 KWs/m2), respectivamente. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Polo-

López y col. (2017) y Martínez-García y col. (2023). En dichos estudios, los tratamientos de 

H2O2/RSnatural con dosis de 0,3 mM y 0,03 mM reducían 3 y >20 veces la exposición de RS 

necesaria para inactivar L. jordanis y el virus MS2, en comparación con el tratamiento de RS, y 

al aumentar a 1,5 mM y 0,15 mM H2O2, la inactivación se potenciaba hasta reducir 6 y 100 veces 

el tiempo de exposición necesario, respectivamente. Mamane y col. (2007) evaluó la 

inactivación de diferentes virus y E. coli mediante H2O2/UVλ>295 nm y también observó que la 

inactivación aumentaba al incrementar la dosis inicial de H2O2, tal y como ocurre en el presente 

trabajo. 

Tabla VI.21. Concentración residual de H2O2 (mM) tras los tratamientos de H2O2/SR280-800 nm a diferentes 

dosis de H2O2. 

TIEMPO (min) 

 C1-211  P31 

 DOSIS DE H2O2 (mM)  DOSIS DE H2O2 (mM) 

 1 3 5 10  1 3 5 10 

0  1,0 3,0 5,0 10,0  1,0 3,0 5,0 10,0 
2,5  0,9 2,9 4,9 9,7  1,5 1,6 6,0 8,8 
5  0,9 2,8 4,8 9,3  1,4 1,5 5,0 9,8 

10  0,9 2,9 4,9 10,3  1,0 1,4 5,0 9,9 
30  1,1 2,8 5,5 11,1  1,4 1,6 5,7 10,9 

 

3.4. INACTIVACIÓN DE BACTERIAS ENDOCITOBIONTES MEDIANTE COMBINACIÓN 

DE PERÓXIDO DE HIDRÓGENO Y RADIACIÓN SOLAR  

Para determinar la efectividad de inactivación de los tratamientos de combinación de H2O2 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 peróxido (de 1 a 25 

mM) durante 30 minutos de RS280-800 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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Figura VI.14. Inactivación de las BE de las Acanthamoeba C1-211 y P31 tras los tratamientos 

de RS y H2O2/RS280-800 nm. La supervivencia de las BE se determina cualitativamente y se 

indica según los colores: rojo para la supervivencia de las BE no afectadas, naranja para la 

supervivencia de las BE afectada y verde para la inactivación 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 H2O2 evaluadas (mM). 

Al combinar 1 mM de H2O2 (34 mg/L) y RS280-800 nm, apenas se mejora la inactivación de las BE 

comparando con sólo RS280-800 nm (DBE = 900 KWs/m2). Al combinar 3 mM de H2O2 y RS280-800 nm, se 

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 H2O2 a 5 mM, la inactivación de las BE de ambas amebas se acelera 

pronunciadamente, resultando el proceso 6 veces más rápido que mediante el tratamiento de 

RS280-800 nm individual (150 KWs/m2 para las BE de ambas Acanthamoeba). 

Estos resultados (Figura VI.14) sugieren que a concentraciones de 1 mM o 3 mM                            

H2O2/RS280-800 nm para las Acanthamoeba C1-211 y P31, respectivamente, los mecanismos de 

inactivación no logran atacar las BE. Sin embargo, dosis mayores de H2O2 incrementan la eficacia 

hasta el punto de causar la inactivación 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 RS280-800 nm y el H2O2. La alta efectividad 

del tratamiento H2O2/RS280-800 nm puede deberse a la combinación de múltiples mecanismos que 

acumulan daños celulares e inactivan las AVL y BE del presente estudio: (1) el daño interno y 

externo provocado por el H2O2, (2) el daño directo e indirecto provocado por la RS280-800 nm, (3) 

el daño producido por los radicales •OH formados mediante la fotólisis de H2O2, pese a que 
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deben de ser menores que los producidos en tratamientos de H2O2/UV-C, y (4) las reacciones 

(foto-)Fenton que ocurren tras la liberación de iones de hierro, cuando los clústeres y proteínas 

con hierro sufren daño directo por la radiación UV e indirecto por las ROS (Giannakis y col., 2016; 

Maniakova y col., 2021; Polo-López 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 citotóxicas de radicales libres que dañan el ADN, las proteínas y los lípidos. El 

aumento de temperatura también puede promover la inactivación microbiana durante el 

proceso H2O2/RS280-800 nm (Polo-López 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. 

Además, algunas reacciones que ocurren intra- y extra- celularmente pueden retroalimentarse 

y, bajo la luz solar, los sistemas de regulación de H2O2 como las enzimas catalasa y superóxido 

dismutasa (SOD) pueden dañarse, provocando una sobreacumulación de H2O2 (García-Gil y col., 

2022) que podría ser liberado una vez que la ameba y/o bacterias se dañen, aumentando los 

niveles extracelulares de peróxido. Esto explicaría el descenso inicial, pero posterior aumento, 

de la concentración residual de peróxido registrada, la cual, supera en ocasiones la 

concentración inicial (Tabla VI.21). Sería necesario llevar a cabo estudios fundamentales, así 

como análisis ultraestructurales similares a los realizados por He y col. (2021) y Wang y col. 

(2023a), para comprender mejor los mecanismos de inactivación por el tratamiento                

H2O2/RS280-800 nm y optimizar posteriormente las condiciones de desinfección. 

Al aumentar la dosis a 7 mM H2O2, se reduce el tiempo necesario para inactivar las BE de la 

Acanthamoeba C1-211, pero este se mantiene constante pese a aumentar más la dosis de H2O2. 

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 inactivación 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 inactivación puede deberse al efecto 

de saturación del H2O2, mientras que, si disminuyera la eficacia de inactivación, podría deberse 

al efecto quelante del H2O2 (Malato y col., 2009). Ambos efectos se han observado en estudios 

previos en los que se combina H2O2 y RS. Por un lado, Polo-López y col. (2011) y Agulló-Barceló 

y col. (2013) observaron que la inactivación de Fusarium solani y de E. coli, bacteriófagos ARN F-

específicos, colífagos somáticos 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 saturación. Por otro lado, Adeel y col. 

(2024) observaron el efecto quelante al evaluar la inactivación de E. coli mediante H2O2/RS: dosis 
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de 40 mg/L (1,2 mM) de H2O2 mejoraron la inactivación comparando con la RS, mientras que 

dosis de 90 mg/L (2,6 mM), la disminuyeron. 

Considerando el efecto de saturación y los resultados, un tratamiento de desinfección de 5 mM 

H2O2/RS (170 mg/L) durante 5 minutos (D = 150 KWs/m2) es efectivo frente ambas 

Acanthamoeba y sus BE. Comparando con otros estudios, se ha observado que tratamientos de 

H2O2/RS con dosis inferiores (entre 1 y 50 mg/l de H2O2, esto es, entre 0,03 y 1,5 mM) son 

eficientes frente a bacterias, fagos y algunas especies de hongos (Adeel y col., 2024; Agulló-

Barceló y col., 2013; Martínez-García y col., 2023; Polo-López y col., 2011, 2017; Sichel y col., 

2009); sin embargo, no fueron eficientes frente a microorganismos más 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, sería 

interesante evaluar el poder desinfectante del tratamiento H2O2/RS280-800 nm frente a estos 

microorganismos, empleando las dosis de H2O2 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 DESINFECCIÓN, 

APLICACIONES, CONSIDERACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS 

Influencia del origen de la cepa de Acanthamoeba  

Los resultados muestran diferencias en la resistencia a la desinfección 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 

están relacionadas con diferencias en la composición de la pared quística y el espesor de sus 

capas, parámetros que pueden variar dependiendo de las cepas de AVL, pero también de las 

condiciones de cultivo y condiciones ambientales (Dupuy et al., 2014; Garajová y col., 2019). 

El hábitat del que proceden las AVL también puede influir en la resistencia a desinfectantes, 

debido a su adaptación a diferentes condiciones ambientales. Dado que la Acanthamoeba P31 

es una cepa que ya ha superado varios tratamientos de desinfección y habita en una piscina 

descubierta, donde está constantemente expuesta a la radiación solar y la presencia de cloro, 

cabe esperar que sea más resistente a todos los tratamientos evaluados. La mayor resistencia al 

Cl2 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 aisló. En cuanto a la radiación solar, ambas 

amebas se aislaron de muestras expuestas a radiación, 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 río donde habita 

la Acanthamoeba C1-211. Como en las aguas naturales hay partículas en suspensión y agregados 

microbianos que pueden causar turbidez y dispersar la radiación UV del sol (Environmental 

Protection Agency, EPA, 1999), la Acanthamoeba C1-211 podría estar menos expuesta a la 

radiación solar directa.  

Como la Acanthamoeba P31 es más resistente a los tratamientos de Cl2 y RS, cabe esperar que 

también sea más resistente a su combinación. Además, la Acanthamoeba P31 también es más 

resistente que la Acanthamoeba C1-211 a los tratamientos de H2O2 y H2O2/RS. Dado que el cloro, 

cuando se irradia con radiación solar, produce •OH entre otras especies reactivas (Chauque y 

Rott, 2021), cabe esperar que esta ameba esté adaptada a la exposición y ataques de estos 

radicales en la piscina descubierta que habitaba y, por ende, que sea también más resistente a 

los tratamientos en los que los radicales •OH forman parte de los mecanismos de inactivación. 
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Estos resultados, aunque se basen en la comparación 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 más resistentes que 

las cepas que no (como las aisladas de agua de río). Lo que resulta preocupante es que, cuanto 

más 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 exposición 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 protección a los microorganismos 

de su interior. Como hipótesis, se propone que las BE mueren (a) una vez que salen fuera de los 

trofozoítos o quistes inmaduros muertos o lisados o (b) una vez que el desinfectante (ya sea Cl2, 

H2O2, •OH, otros ROS, RCS y/o la RS) alcanza la bacteria en el interior de la Acanthamoeba. En 

este último caso, la eficiencia del desinfectante dependería (entre otros factores) de la 

localización 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 visualización de los resultados de desinfección, es 

necesario emplear bacterias endocitobiontes de referencia. En el presente estudio se toman 

como referencia las BE capaces de crecer rápidamente en un medio nutritivo y atmósfera 

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 patógenos 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 desinfección sobre otros microorganismos susceptibles de ser protegidos por 

amebas. De esta manera, se tendría una visión más completa y holística de su papel protector y 

como “caballo de Troya”. 



Tesis Doctoral de C. Menacho 

258 
 

Además, conocer los mecanismos de desinfección que realmente ocurren durante la 

inactivación de las Acanthamoeba y, especialmente, durante la inactivación de los 

microorganismos que protege en su interior, permitiría dilucidar posibles tratamientos 

alternativos y/o complementarios. En este sentido, sería de gran aportación realizar ensayos 

fundamentales combinados con evaluación mediante microscopía electrónica como se ha 

realizado en otros estudios (He y col., 2021; Wang y col., 2023a). 

 

Aplicación de los resultados obtenidos 

Atendiendo a los resultados, el agua dulce (de río) 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 fácilmente sistemas de agua artificiales. 

Allí, las BE que las amebas portan en su interior pueden salir de estas y colonizar sistemas de 

distribución e instalaciones, suponiendo una amenaza para la salud de las personas expuestas. 

Si, además, se realizan tratamientos posteriores ineficaces contra las amebas, como la cloración 

en piscinas, se seleccionan las cepas más resistentes, las cuales colonizarán el sistema (como la 

Acanthamoeba P31) y harán extremadamente difícil la desinfección futura. Esto podría provocar 

brotes recurrentes de patógenos como Legionella pneumophila, Pseudomonas, Mycobacterium 

o de bacterias resistentes y multirresistentes a antibióticos (Muchesa y col., 2019; Nisar y col., 

2022; Sarink y col., 2020). Además, con el incremento de la reutilización de agua en los últimos 

años (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, sería necesario aplicar un tratamiento capaz 

de inactivar amebas ambientales de agua dulce y sus bacterias endocitobiontes como medida 

de prevención. De hecho, si se establecieran tratamientos de desinfección eficientes para 

amebas en las estaciones potabilizadoras o como tratamientos terciarios en procesos de 

regeneración, las poblaciones de amebas en los sistemas acuáticos artificiales se reducirían. 

Dado que esto puede ser muy costoso y difícil de implementar para grandes caudales, sería 

conveniente desarrollar e instalar tratamientos más agresivos, capaces de inactivar las amebas 

y BE que ya han superado tratamientos de desinfección, en puntos específicos 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 oxidación (PAO) evaluados han demostrado ser 

estrategias de desinfección eficaces frente a estos microorganismos que, al poder llevarse a 

cabo bajo radiación UV a longitudes de onda características de la luz solar, pueden reducir 

enormemente el coste del tratamiento y el impacto medioambiental (Pichel y col., 2019). 

La combinación de Cl2/RS280-800 nm parece ser un tratamiento interesante para emplear en el 

punto de aplicación o consumo, ya que ambos agentes desinfectantes, cloro y radiación solar, 

son los más extendidos y utilizados a nivel mundial. Esto es especialmente relevante en áreas en 

vías de desarrollo, donde mejorarían la protección frente a otros patógenos (Chauque y col., 

2021; Forsyth y col., 2013). Sin embargo, se ha de considerar la materia orgánica disuelta (MOD) 

ya que promueve la formación de subproductos perjudiciales para la salud cuando reacciona 

con cloro, lo cual, determinaría la viabilidad de este proceso. En este sentido, este tratamiento 

sería más apropiado para aguas con bajos niveles de MOD (Forsyth y col., 2013; Zhou y col., 

2014), aunque sería necesario realizar estudios adicionales que consideraran esta materia. 

Por otro lado, y atendiendo a los resultados, un tratamiento de desinfección que consistiera en 

la aplicación de 5 mM de H2O2/RS280-800 nm durante 5 minutos podría desinfectar eficaz y 

eficientemente tanto agua dulce como urbana. A diferencia del cloro, este tratamiento no 

genera subproductos carcinogénicos ya que el H2O2 se descompone en última instancia en H2O 

y O2 (Casini y col., 2017). No obstante, sería recomendable llevar a cabo procesos de 

optimización para definir dosis y tiempos de exposición más adecuados y mejor adaptados que, 

además, consideraran las concentraciones residuales según su uso posterior (Tabla VI.21).  

Teniendo en cuenta que la radiación solar hace que esta tecnología sea una opción limpia, 

sostenible y económica (EPA, 1999), las ventajas de este proceso hacen que la combinación de 

H2O2/SR280-800 nm sea un proceso de desinfección muy atractivo y una vía de investigación 

prometedora para la desinfección 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 prevención en materia de calidad de 

aguas y la adaptación de los requisitos e indicadores microbiológicos de los procesos de 

desinfección en función del origen y destino del agua. Las regulaciones desempeñan un papel 

clave en la protección de la salud y prevención 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 países como España, Grecia e Italia permiten la 

reutilización del agua para torres de refrigeración y condensadores, pero no incluyen protozoos 

como indicadores microbiológicos 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; Fernández, 2014; Greub y Raoult, 2004). Este y otros 

escenarios representan un desafío para la salud pública y amenazan el cumplimiento del 

Objetivo de Desarrollo Sostenible número seis de la Agencia de Las Naciones Unidas (2015): 

“Seguridad hídrica”. 

Considerando la ineficiencia de los tratamientos de desinfección vigentes y los resultados 

obtenidos, es necesario revisar los indicadores microbianos regulados para determinados usos 

del agua donde las Acanthamoeba y sus BE potencialmente patógenas pueden suponer un 

riesgo para la salud. Además, realizar estudios adicionales similares al presente permitiría 

optimizar un tratamiento de desinfección adecuado a diferentes orígenes y usos del agua. Sería 

también interesante evaluar la efectividad de los tratamientos aquí 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 orgánica. En 

este sentido, la metodología para la evaluación de la supervivencia e inactivación de amebas y 

sus BE establecida en el presente capítulo puede servir como referencia para futuras 

investigaciones. 
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5. PRINCIPALES CONCLUSIONES DEL CAPÍTULO VI 

A continuación, y en base a los objetivos planteados (Capítulo II), se muestran las conclusiones 

del presente capítulo: 

• El método del número más probable ha presentado las ventajas de tener un menor 

límite de detección, distinguir entre AVL viables y no viables y ser un proceso de 

observación fácil, frente al recuento en hemocitómetro, para la determinación de la 

inactivación de AVL. 

• El método del análisis cualitativo ha presentado las ventajas de tener un menor límite 

de detección, ser replicable para las cepas de estudio y ser un proceso de valoración de 

la viabilidad fácil, frente al método del número más probable, para la determinación de 

la inactivación de BE. 

• La inactivación de las BE requiere que, en primera instancia, se inactive la 

Acanthamoeba protectora, incrementando varias veces la dosis necesaria para lograr 

una desinfección eficiente y subrayando el rol protector de las amebas frente a los 

desinfectantes. 

• El tratamiento de cloración, utilizando dosis de 500 mg/L Cl2 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. 

• El tratamiento con H2O2, utilizando dosis de 25 mM durante 30 minutos, es capaz de 

inactivar tanto las amebas de estudio como las BE. 

• La radiación solar UV-A (RS320-800 nm) no fue efectiva inactivando ni las cepas de 

Acanthamoeba de estudio ni sus BE. La radiación solar UV-A + UV-B (RS280-800 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. 

• La combinación de Cl2 y RS320-800 nm consigue la inactivación de la cepa de Acanthamoeba 

de agua dulce y sus BE, reduciendo 10 veces la dosis necesaria de Cl2 respecto al 

tratamiento de cloración convencional, y la inactivación de la cepa de Acanthamoeba 

aislada de la piscina descubierta y sus bacterias, utilizando dosis de 500 mg/L Cl2 durante 

30 minutos de RS320-800 nm. 

• La combinación de Cl2 y RS280-800 nm resulta altamente eficiente para la inactivación de 

ambas cepas de Acanthamoeba y sus BE, reduciendo la dosis de Cl2 necesaria entre 5 y 

100 veces según su procedencia, respecto al tratamiento de cloración convencional. 
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• La combinación de H2O2 y RS280-800 nm resulta altamente eficiente para la inactivación de 

ambas cepas de Acanthamoeba y sus BE, reduciendo la dosis de H2O2 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 

está expuesta a cloro y radiación solar, es más resistente que la cepa de agua dulce a 

todos los tratamientos evaluados, indicando que los tratamientos de desinfección 

convencionalmente utilizados seleccionan cepas resistentes que serán muy difíciles de 

eliminar en procesos posteriores. Estas cepas pueden volverse recalcitrantes en el ciclo 

urbano del agua y permitir la posible recolonización de instalaciones de agua, por las 

bacterias potencialmente patógenas transportadas en su interior. 
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A continuación, se presentan las conclusiones generales de la presente Tesis Doctoral: 

• Se han aislado amebas de vida libre (AVL) en todas las aguas superficiales de la Cuenca 

del Ebro analizadas, identificándose 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 patógenos y subrayando el riesgo para la salud 

pública asociado al papel como vector de estos microorganismos. 

• Se han aislado BE con multirresistencia a antibióticos en el 95 % de las AVL estudiadas, 

incluyendo resistencia a aminoglucósidos, betalactámicos, macrólidos y quinolonas en 

toda la zona de estudio. La resistencia a otras familias de antibióticos se ha asociado a 

la localización geográfica. 

• 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 antibióticos, la 

formación de biofilm, virulencia, “quorum sensing”, motilidad, interacciones fitobióticas 

y vida intracelular, resaltando el papel de estos microorganismos como reservorio 

ambiental y potenciador de la diseminación de resistencias a antibióticos. 

• Tanto la combinación de Cl2 y RS320-800 nm, como la combinación de H2O2 y RS280-800 nm, 

resultan ser estrategias de desinfección más eficaces que los tratamientos 

convencionales por separado, variando la eficacia en función de la cepa de 

Acanthamoeba estudiada, con una alta influencia del origen de esta. 

• En todos los casos se requieren mayores dosis de desinfectante para la inactivación de 

las BE al ser necesario inactivar previamente la Acanthamoeba, remarcando el papel 

protector de estos microorganismos. 

• Los géneros de las BE con relevancia clínica identificados, la resistencia a antibióticos de 

uso ganadero en las BERA aisladas, los altos índices de multirresistencia encontrados y 

la elevada presencia de integrones de clase 1 sugieren un alto impacto de la ganadería 

en la microbiota y la ecología de los ecosistemas acuáticos, reflejando la influencia de 

estas actividades antropogénicas en la diseminación de bacterias potencialmente 

patógenas y (multi)resistentes a antibióticos a través de las amebas de vida libre. 
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibición de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibióticos representativos de diferentes familias.  

AVL BE AMP OX CRO APR GMN HYG K STR AZM E CIP NA CL MNO RA SXT 

1111 34 15 0 43 0 9 0 13 13 13 11 28 0 31 42 35 34 

1111 39GM 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 8 AMP 8 0 11 19 20 0 20 18 17 15 26 21 21 21 15 0 

1113 9 AMP 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 13 AMP 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 AMP 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: ácido nalidíxico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina. “-”: no se ha evaluado. AMP: aislada en 

MH-AMP.  APR: aislada en MH-APR.  GM: aislada en MH-GM. 



Tesis Doctoral de C. Menacho 

316 
 

Tabla A.1. Halos (mm) de inhibición de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibióticos representativos de diferentes familias. Continuación. 

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 36 19 35 22 47 31 36 42 30 50 

141 9 20 0 23 17 31 0 34 15 35 21 42 24 37 42 30 44 

141 10 18 0 22 20 30 0 36 18 27 17 38 25 34 37 29 40 

142 1APR 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 0 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 APR 43 0 40 0 29 0 21 21 42 43 35 9 37 32 42 0 

211 2 APR 42 0 44 0 32 0 23 24 46 48 42 18 46 37 48 0 

211 3 APR 43 0 43 0 28 0 23 23 45 45 40 15 42 37 46 0 

211 4 APR 45 0 43 0 29 0 22 22 44 41 40 17 44 34 49 0 

211 5 APR 43 0 41 0 32 0 24 22 44 46 38 12 46 30 47 0 

2121 1 27 0 34 19 31 0 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 36 25 22 0 0 22 34 35 38 28 39 35 48 22 

2121 4 29 0 33 20 31 0 28 19 9 8 33 25 35 33 43 40 

2121 5 GM 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 GM 0 0 22 7 15 0 7 0 36 26 43 45 44 45 38 33 

2121 8 28 0 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: ácido nalidíxico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina. “-”: no se ha evaluado. AMP: aislada en 

MH-AMP.  APR: aislada en MH-APR.  GM: aislada en MH-GM. 
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibición de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibióticos representativos de diferentes familias. Continuación. 

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 0 22 36 41 42 27 44 38 48 45 

2121 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 0 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 GM 0 0 15 20 12 0 9 0 33 23 38 42 47 41 40 32 

2132 2 AMP 0 0 19 23 33 18 35 29 0 0 38 22 22 25 20 22 

2132 3 AMP 21 0 28 30 36 7 32 21 0 0 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  - 0 54 18 33 17 25 27 46 35 25 0 44 44 48 44 

2132 7APR 44 0 31 16 23 0 17 16 12 0 25 0 24 32 28 23 

231 1 15 0 25 15 23 0 24 16 0 0 29 19 34 28 37 22 

32 2 23 - 27 26 30 0 29 22 33 21 34 19 32 35 41 35 

32 3 45 - 31 25 30 0 30 23 0 0 39 23 36 39 46 35 

32 4 AMP 11 0 40 28 28 0 0 0 12 0 42 38 11 15 22 44 

32 5 GM 24 - 36 22 9 23 25 22 34 18 36 28 35 35 50 43 

32 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 APR 33 0 42 8 32 0 29 23 42 39 28 0 48 55 55 38 

4412 2 38 27 36 21 28 0 21 21 8 0 24 13 38 37 46 40 

4412 3 44 27 38 28 34 0 26 24 0 0 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: ácido nalidíxico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina. “-”: no se ha evaluado. AMP: aislada en 

MH-AMP.  APR: aislada en MH-APR.  GM: aislada en MH-GM. 
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibición de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibióticos representativos de diferentes familias. Continuación. 

AVL BE AMP OX CRO APR GMN HYG K STR AZM E CIP 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 7 AMP 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 9 AMP 14 16 25 21 23 0 25 18 0 0 27 13 28 32 42 39 

522 10 APR 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 7 APR 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 APR 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: ácido nalidíxico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina. “-”: no se ha evaluado. AMP: aislada en 

MH-AMP.  APR: aislada en MH-APR.  GM: aislada en MH-GM. 
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibición de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibióticos representativos de diferentes familias. Continuación. 

AVL BE AMP OX CRO APR GMN HYG K STR AZM E CIP 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 AMP 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 

622 1 24 0 28 0 29 0 23 23 52 50 46 0 42 42 44 0 

642 1 46 0 31 15 30 15 26 26 20 16 27 8 36 33 44 34 

643 1 AMP 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 0 - 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 11 0 41 0 36 40 27 46 

72 7 AMP 9 0 45 28 34 0 12 0 23 0 45 43 15 25 23 48 

72 10 33 0 51 32 46 26 45 41 56 40 45 12 42 60 62 46 

72 11 APR 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: ácido nalidíxico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina. “-”: no se ha evaluado. AMP: aislada en 

MH-AMP.  APR: aislada en MH-APR.  GM: aislada en MH-GM. 
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Tabla A.1. Halos (mm) de inhibición de las bacterias endocitobiontes en presencia de antibióticos representativos de diferentes familias. Continuación. 

AVL BE AMP OX CRO APR GMN HYG K STR AZM E CIP NA CL MNO RA SXT 

75 8 21 18 26 26 37 0 35 26 10 0 38 17 37 48 50 50 

75 12 29 22 34 29 36 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 

2.11 1 - - 15 24 31 0 29 23 0 0 38 20 34 40 50 24 

2.11 3 28 - 35 29 35 0 35 28 14 9 46 32 41 46 52 42 

2.11 4 31 - 38 28 32 0 30 23 36 36 38 30 38 38 46 43 

2.11 5 27 - 35 26 34 0 31 24 33 35 40 26 35 38 46 43 

2.11 6 28 - 35 25 33 0 33 25 18 0 45 31 43 42 51 42 

2.14 1 25 - 34 25 32 0 32 25 15 8 41 29 40 44 50 40 

2.14 2 29 - 35 30 35 0 34 26 16 0 46 34 43 47 52 46 

2.152 2 32 - 40 31 33 18 32 25 36 44 44 32 40 40 48 38 

2.152 4 26 - 27 25 33 0 30 24 36 35 40 32 37 40 46 38 

2.161 2 33 - 28 23 34 0 34 23 40 23 41 0 41 42 48 49 

2.161 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: ácido nalidíxico; OX: oxacilina; RA: rifampicina; ST: estreptomicina; SXT: trimetoprim-sulfadiazina. “-”: no se ha evaluado. AMP: aislada en 

MH-AMP.  APR: aislada en MH-APR.  GM: aislada en MH-GM. 
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