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avícola y la salud humana [2]. La ciprofloxacina (CIP)
es una fluoroquinolona de segunda generación y de 
amplio espectro, antibiótico muy efectivo contra or-
ganismos Gram positivos y Gram negativos [3]. Es 
particularmente activo contra bacterias Gram negati-
vas, como Salmonella, Escherichia coli, Shigella, Cam-
pylobacter, Neisseria y Pseudomonas. Tiene solo una 
actividad moderada contra bacterias Gram positivas 
como Streptococcus, Pneumoniae y Enterococcus fae-
calis. Debido a la frecuencia de su uso es uno de los 
más detectados en biosólidos municipales y sus pro-
piedades de sorción [4]. Su efecto está basado en la 
inhibición de la topoisomerasa de ADN (girasa), parte 
de la biosíntesis de ADN. Este produce un efecto ge-

Introducción
Dentro de los contaminantes emergentes, los antibió-
ticos son los compuestos de mayor preocupación, es-
tos se usan se usan comúnmente en la medicina vete-
rinaria y humana para la prevención y el tratamiento 
de infecciones microbianas [1]. Los antibióticos de-
tienen y destruye el crecimiento de consorcios bacte-
rianos específicos. Este objetivo lo pueden lograr por 
diversos mecanismos de acción. Los antibióticos más 
comunes incluyen varios subgrupos como: lactámicos 
ß (penicilinas, cefalosporina), macrólidos (eritromi-
cina, roxitromicina), sulfonamidas (sulfametoxazol, 
sulfadiazina) y quinolonas (norfloxacina, ciprofloxa-
cina), generalmente empleados en el tratamiento de 
Infecciones bacterianas en el ganado, la producción 
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notóxico en material genético e induce resistencia 
bacteriana, que se puede transmitir en el proceso de 
la transferencia horizontal de genes [5]. El sulfame-
toxazol (SMX) es un antibiótico bacteriostático tipo 
sulfonamida (benceno sulfonamidas). Es usado como 
una combinación sinérgica con trimetoprima en una 
relación 5:1 [6].

Dentro del Distrito de Riego 03 (DR03), ubicado 
en el estado de Hidalgo, se riegan más de 90 mil hec-
táreas de cultivos con agua residual sin tratamiento, 
proveniente de la zona metropolitana de la ciudad de 
México. El agua residual es utilizada para el riego de 
cultivos como maíz, alfalfa, lechuga, coliflor, col, frijol, 
cilantro entre otros, ocasionando la contaminación de 
los alimentos; además, de otras problemáticas como la 
contaminación del suelo, acuíferos y aire, afectando 
seriamente al medio ambiente y la salud pública. Una 
de las principales preocupaciones a nivel internacio-
nal es la presencia de antibióticos en cuerpos de agua 
y suelos agrícolas, esto puede ocasionar multiresis-
tencia a los antibióticos por parte de bacterias pató-
genas potencialmente peligrosas. El presente trabajo 
estuvo enfocado en la evaluación de la susceptibilidad 
bacteriana a de dos antibióticos ampliamente utiliza-
dos, para el tratamiento de infecciones bacterianas, 
ciprofloxacina (CIP) y sulfametoxazol (SMX). El aisla-
miento e identificación de enterobacterias resistentes 
se realizó con cepas presentes en las muestras de agua 
residual usada para la producción primaria de alimen-
tos. Se realizó la identificación bacteriana a través de 
pruebas diferenciales selectivas y la evaluación de la 
sensibilidad de las cepas a los antibióticos, utilizando 
la prueba Kirby-Bauer.

Metodología
Se realizó el muestreo de agua residual en 5 puntos 
del DR03, con la finalidad de aislar cepas enterobac-
terianas patógenas. La Tabla 1, muestra la geoloca-
lización de los 5 puntos de muestreo. Las muestras 
fueron colectadas en frascos de polipropileno, pre-
viamente esterilizados, las muestras fueron conser-
vadas a 4°C para su posterior análisis y tratamiento.

Enriquecimiento y aislamiento de cepas entero-
bacterianas
Se tomó 1 ml de cada muestra y de una muestra de 
referencia, para realizar un crecimiento no selectivo, 
en tubos de vidrio que contenían caldo nutritivo pep-
tonado de caseína (CNP), posteriormente fueron incu-
bados a 37±1°C durante 24 horas.

Se realizaron siembras en los siguientes medios de 
cultivo sólidos: Eosina-Azul de Metileno (EMB), agar 
selectivo y diferencial para E. coli, agar Verde Brillan-
te (VB), medio selectivo para el aislamiento de Salmo-
nella spp y agar Bismuto-sulfito (BS), medio de cultivo 
selectivo y diferencial, especialmente formulado para 
el aislamiento de Salmonella entérica subgrupo entéri-
ca serotipo typhi y otras especies de Salmonella. Las 
siembras se realizaron por triplicado. Dichas siem-
bras se realizaron por estría en placa, partiendo de 
inóculos de 100 µl de cada una de las muestras. Esto 
se realizó por quintuplicado.

Los diferentes cultivos fueron incubados a 
37.5±1°C por 24 horas, posteriormente se observó la 
morfología macroscópica de las colonias, registran-
do su morfología, elevación, margen y distribución. 
Se llevó a cabo tinción de Gram para su clasificación 
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Tabla 1. Geolocalización de los puntos de muestreo para el aislamiento bacteriano.

No. 
muestra Cuerpo de agua Localidad

Coordenadas

Altitud Latitud 

1 Pozo “El Rosario” Mixquiahuala de Juárez 20°16’07” N 99°08’22” W

2 Canal del Norte Mixquiahuala de Juárez 20°15’32” N 99°08’37” W

3 Canal Requena Francisco I. Madero 20°13’32.9” N 99°05’34” W

4 Canal Requena Francisco I. Madero 20°13’27” N 99°05’11” W

5 Canal Gran Requena Francisco I. Madero 20°13’06” N 99°05’20” W
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como Gram positivas o Gram negativas. Pruebas bio-
químicas de citrato, TSI, SIM y caldo UREA, confirma-
ron la presencia de cepas enterobacterias de acuerdo 
a la NOM-114-SSA1-1994 [7].

La sensibilidad microbiana a antibióticos se reali-
zó mediante el método de Kirby-Bauer, comúnmente 
llamado antibiograma o método de difusión en disco, 
este método fue realizado de acuerdo a las normas 
establecidas por el Instituto de Normas Clínicas y de 
Laboratorio en el estándar M02 (CLSI por sus siglas en 
inglés) de Ginebra, Suiza [8]. 

Para llevar a cabo los antibiogramas los inóculos se 
ajustaron a 0.05 unidades arbitrarias de absorbancia 
(UA) correspondientes en la escala McFarland a apro-
ximadamente 1.5x108 células/ml. 

Con un asa estéril, se tomaron de 3 a 5 colonias 
de los cultivos bacterianos aislados, se inoculó en cal-
do nutritivo CNP e incubó a 37 ºC. Se comparó con la 
absorbancia y turbidez obtenida con el estándar mar-
cado con el nivel de 0.5 de la escala McFarland. Pos-
teriormente, en una caja Petri con agar Mueller-Hin-
ton, se depositó el inóculo sembrando a saturación y 
rotando 60 º. 

Los antibiogramas se realizaron con concentracio-
nes de 5µg de CIP y 25 µg para SMX. Los cultivos se 
incubaron a 37 ºC, utilizando un vernier se midió el 
diámetro del halo de inhibición y se compararon con 
los diámetros establecidos como los valores de refe-
rencia del CLSI.

Resultados y discusión
Aislamiento de enterobacterias patógenas y 
análisis de sensibilidad a antibióticos.
Cuatro de las 5 muestras colectadas para el aislamien-
to de bacterias, mostraron crecimiento bacteriano 
evidente por la formación de turbidez en el medio 
nutritivo peptona de caseína en una concentración 
de 0.25g/l. Indicando la proliferación de bacterias 
que usan a la peptona como fuente de nutrientes. La 
muestra 1, corresponde a la muestra de pozo profun-
do ubicado en Mixquiahuala, Hgo; no presento turbi-
dez. A partir de los inóculos se realizó el análisis mi-
crobiológico con el objeto de aislar cepas patógenas 
de Salmonella spp y E. coli. La tinción de Gram mostró 
las características morfológicas particulares de los mi-
croorganismos de interés. Los resultados obtenidos de 
las 4 pruebas bioquímicas demostraron la asociación a 
bacterias, las que fueron aisladas en agares selectivos 
y diferenciales asociadas a Salmonella typhimurium, 
Salmonella tiphy y Escherichia coli. Las pruebas bioquí-
micas diferenciales realizadas en los agares SIM, TSI 
y citrato de Simmons fueron asociadas a los cultivos 
3EMB, 4EMB, 5EMB que corresponden a la bacteria E. 
coli, al igual que a los cultivos 4VB, 5VB para Salmone-
lla typhimurium y 3BS para Salmonella tiphy, solo para 
este cultivo se pudo diferenciar y afirmar la presencia 
de Salmonella tiphy, debido a la fermentación de glu-
cosa. La Tabla 2, muestra la descripción macroscópica 
de las colonias observadas.

Aislamiento e identificación de enterobacterias resistentes a ciprofloxacina y sulfametoxazol  de agua residual de uso agrícola

Tabla 2. Descripciones macroscópicas de colonias bacterianas

Agar
Código de 
muestra

Código de 
colonia

Superficie Forma Coloración
Aspecto y otras 

características de 
colonias bacterianas

VB

1 1VB - - - -

2 2VB Acuminada Irregular Amarilla Verde, mucoide

3 3VB Convexa y acuminada
Puntiforme e 

irregular
Blanca y 
amarilla

Colonias con halo rojo o 
verdoso

4 4VB Convexa Irregular Blanca Colonias con halo rojo

5 5VB Convexa Circular Blanca Colonias con halo rojo

BS

1 1BS - - - -

2 2BS Convexa Irregular Negra Brillo metálico

3 3BS Convexa Puntiforme Clara Verdoso

4 4BS Convexa Puntiforme Clara Verdoso

5 5BS Convexa Puntiforme Clara Verdoso

EMB

1 1EMB - - - -

2 2EMB Acuminada Irregular Clara Ámbar, mucoide

3 3EMB Convexa Puntiforme Negra Verde metálico

4 4EMB Acuminada Irregular Negra Verde metálico

5 5EMB Plana Puntiforme Clara Ámbar, mucoide
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Tabla 3. Resultados para la prueba de sensibilidad a antibióticos en cultivos aislados de muestras de agua residual usada 
para la irrigación de cultivos en el DR03

Código de 
colonia

Antibiótico
Halo±DE 

(mm)
Resultado Antibiótico

Halo±DE 
(mm)

Resultado

3VB CIP 15.9±2.4 Resistente SMX 0 Resistente

4VB CIP 12.9±8.0 Resistente SMX 0 Resistente

5VB CIP 14.8±5.2 Resistente SMX 0 Resistente

3BS CIP 18.2±1.4 Resistente SMX 0 Resistente

3EMB CIP 24.7±4.6 Sensible SMX 12.7±3.7 Resistencia intermedia

Antibiótico Concentración de referencia
Diámetro de halo (mm)

Resistente Intermedia Sensible

SMX 25 ≤10 11-15 ≥16

CIP 5 ≤15 16-20 ≥21

DE: Desviación estándar

En la Tabla 3 se muestran los parámetros de sen-
sibilidad bacteriana a los antibióticos evaluados. Los 
cultivos presentaron resistencia a SMX, esto fue evi-
denciado por la ausencia del halo de inhibición, a ex-
cepción de las muestras 3EMB 4EMB y 5EMB que con-
tienen los cultivos de E. coli, mostrando resistencia 
intermedia. 

En el caso de Salmonella typhimurium presentes en 
el cultivo 3VB generaron resistencia intermedia a CIP; 
sin embargo, el cultivo 4VB y 5VB confirmó resisten-
cia a CIP, antibiótico de segunda generación de amplio 
espectro. 

La Figura 1 muestra, de manera representativa, la 
apariencia de las pruebas de evaluación de sensibili-
dad mostrada a CIP y SMX por el método de Kirby-
Bauer de los cultivos seleccionados y evaluados.

Conclusión
Las cepas Salmonella serotipos tiphy y typhimurium 
aisladas de las muestras de agua residual colectadas 
dentro del DR03 presentaron resistencia a ciprofloxa-
cina y sulfametoxazol. Siendo estas una de las princi-
pales familias causantes de enfermedades gastrointes-
tinales transmitidas por alimentos. 

Figura 1. Evaluación de la sensibilidad a antibióticos por el método de Kirby-Bauer en cepas aisladas del DR03 
correspondientes a; A) Salmonella typhimurium, B) Salmonella tiphy C) E. coli.
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