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RESUMEN
Las plantas purificadoras de agua que carecen 
de un adecuado sistema de control de calidad 
pueden generar problemas de salud pública. El 
objetivo de este estudio fue examinar la calidad 
microbiológica del agua proveniente de peque-
ñas plantas purificadoras de la ciudad de Pue-
bla, así como, determinar la existencia de bac-
terias Aeromonas sp y Pseudomonas sp, y carac-
terizar si presentan un fenotipo patógeno opor-
tunista. Se recolectaron 70 muestras de garra-
fones de agua de 25 establecimientos. La cuan-
tificación bacteriana se realizó mediante el mé-
todo de goteo en placa. Se comprobaron los gé-
neros microbianos mediante análisis bioquími-
co. En las cepas que mostraron discrepancia se 
utilizó la identificación molecular con base a 
secuencias parciales del gen 16S rRNA para con-
firmar su especie y se les evaluaron sus carac-
terísticas de patogenicidad: multirresistencia a
antibióticos, producción de biopelícula y activi-
dad hemolítica. El 40 % de las plantas purifica-
doras no cumplieron con la calidad microbioló-
gica del agua para consumo humano. El 41.4 % 
de los garrafones de agua muestreados incum-
plió la normativa, presentando coliformes totales 
35.7 %, Pseudomonas 30 %, Enterococcus faeca-
lis 8.6 % y bacterias coliformes fecales el 5.7 %. 
Se obtuvieron 56 aislados, provenientes de los
29 garrafones contaminados; 10 de ellos se ca-
racterizaron molecularmente, resultando 7 ais-
lados relacionados con especies diferentes de 
P. aeruginosa y 3 con especies de Aeromonas. 
De los aislados de Pseudomonas, 5 presentaron 
resistencia a 2 familias de antibióticos y 2 mos-
traron multirresistencia. El 36 % de los 10 ais-
lados produjeron hemólisis y biopelícula. Dos 
cepas de Aeromonas mostraron resistencia a 
Cefalosporina 3a generación pero no produje-
ron hemólisis. Los 10 aislados analizados fue-
ron clasificados como no patógenos. Es necesa-
rio un seguimiento sanitario más estricto para
lograr el cumplimiento de las normas naciona-
les e internacionales relacionadas con el con-
sumo de agua purificada, para evitar dañar la sa-
lud de los consumidores.

PALABRAS CLAVE: Coliformes, Aeromonas, Pseu-
domonas, biopelícula, multirresistencia. 

ABSTRACT
Water purification establishments that lack an 
adequate quality control system can cause pu-
blic health problems. The objective of this study 
was to examine the microbiological quality of 
water from small purification establishments 
in the city of Puebla, as well as to determine the 
existence of Aeromonas sp and Pseudomonas sp 
bacteria, and to characterize whether they pre-
sent an opportunistic pathogenic phenotype. 
70 water jug samples were collected from 25 es-
tablishments. Bacterial quantification was per-
formed using the drop plate method. Microbial 
genera were determined by biochemical analysis 
using the standard methodology. In the strains 
that showed discrepancy, molecular identifica-
tion based on partial sequences of the 16S rRNA 
gene was used to confirm their species, and their 
pathogenic characteristics were evaluated: mul-
tiresistance to antibiotics, biofilm production, 
and hemolytic activity. The results showed that 
40 % of the purification establishments did not 
comply with the microbiological quality of wa-
ter for human consumption. Similarly, 41.4 % 
of the jugs of water sampled failed to comply 
with the regulations, presenting total coliforms 
35.7 %, Pseudomonas 30 %, Enterococcus faeca-
lis 8.6 % and fecal coliform bacteria 5.7 %. Like-
wise, 56 isolates were obtained from the 29 con-
taminated jugs, of which 10 were molecularly 
characterized, resulting in 4 di�erent species for 
P. aeruginosa and 3 for Aeromonas. Of the 7 Pseu-
domonas isolates, 5 presented resistance to 2 fa-
milies of antibiotics and 2 showed multiresis-
tance. In total, 36 % of the 10 isolates produced 
hemolysis and biofilm. Two Aeromonas strains 
showed resistance to 3rd generation Cephalos-
porin but did not produce hemolysis. The 10 iso-
lates analyzed were classified as non-pathoge-
nic. A stricter sanitary monitoring is necessary 
to achieve compliance with national and inter-
national standards related to the consumption 
of purified water, to avoid harming the health of
consumers.

KEYWORDS: Coliforms, Aeromonas, Pseudomo-
nas, biofilm, multiresistance.
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El agua es esencial para los procesos biológi-
cos y el mantenimiento de los ecosistemas, por
lo que es importante para los organismos vi-
vos (Pichel y col., 2019). Son varios los factores
que afectan la calidad del agua, siendo los más
notables las actividades antropogénicas en los
asentamientos urbanos, el aumento de la indus-
trialización y la generación de desechos (Ji y
col., 2021; OMS, 2022), que contribuyen a la
presencia de agentes infecciosos, químicos tó-
xicos y radiaciones en el agua, de acuerdo al 
Diario Oficial de la Federación (DOF, 2015b). 
La contaminación del agua es un problema de
salud púbica y su consumo puede causar en-
fermedades gastrointestinales que pueden lle-
var a la muerte, como gastroenteritis hemorrá-
gica, cólera y diarrea aguda (Gutiérrez-Del-Río 
y col., 2018). Las bacterias coliformes causan 
estas  enfermedades (Loyola  y  col.,  2020). 

Las infecciones diarreicas provocan alta mor-
bilidad tanto en países desarrollados como en 
vías de desarrollo, debido a su alta inciden-
cia en la población de niños menores de 5 
años y adultos mayores (Saxena y col., 2015; 
OMS, 2017). Este tipo de enfermedades repre-
senta, para ambos grupos de naciones, un al-
to costo económico a nivel de salud e impacto 
social (Kamal y Abdel-Latef, 2015; Sacchetti y 
col.,  2015).

Las bacterias comúnmente consideradas agen-
tes etiológicos de la diarrea aguda son los di-
ferentes patotipos de Escherichia coli, Salmo-
nella sp, Campylobacter sp, Yersinia sp, Vibrio 
cholerae y Enterococcus faecalis (Wu y col., 2011; 
DOF,  2015b;  DOF,  2021).

También se han identificado otros géneros 
como patógenos oportunistas que causan dia-
rrea en personas inmunocomprometidas, co-
mo Pseudomonas sp, Klebsiella sp y Aeromo-
nas sp. Estas bacterias han sido aisladas del 
agua potable, de acuerdo con el Diario Oficial 
de la Federación (DOF, 2015b). Así mismo, 
Aeromonas es capaz de sobrevivir en agua que 
ha sido clorada, y su presencia se ha asocia-
do con enfermedades gastrointestinales en hu-

manos y animales (Skwor y col., 2014; Miyagi 
y  col.,  2017).

La patogenicidad de un microorganismo es la 
habilidad de causar daño a un hospedero (Ma-
digan y col., 2015), una bacteria patógena em-
plea diferentes factores de virulencia para da-
ñar y adaptarse contra los diferentes mecanis-
mos de defensa del hospedero (Jurado-Martín 
y col., 2021). La formación de biopelícula con-
fiere virulencia en bacterias patógenas opor-
tunistas, ya que ayuda a la adhesión y a la
colonización bacteriana, reduce la sensibilidad
a los antibióticos y evita que el sistema in-
munológico reconozca a la bacteria (Chenia y 
Duma, 2017). La multirresistencia es definida 
como la resistencia al menos a un antibiótico de
tres o más familias diferentes, esto favorece 
a las bacterias patógenas para continuar con 
la infección en su hospedero (Madigan y col., 
2015), sin ser eliminado aún con el suminis-
tro de antibióticos. Estas bacterias aumentan
la morbilidad y la mortalidad en la población
(Nath y col., 2020). La hemólisis es conside-
rada un factor de virulencia, debido a que la 
bacteria produce y transporta proteínas y to-
xinas que destruyen al eritrocito, la hemoglo-
bina  y  otras  células  (Madigan  y  col.,  2015). 

Aeromonas y Pseudomonas han sido descritas 
como bacterias multirresistentes a antibióticos 
y formadoras de biopelícula (Govender y col., 
2021); algunas especies de estos géneros bac-
terianos se han reportado con capacidad he-
molítica (Nowrotek y col., 2021). La biopelícu-
la es una estructura constituida por exopoli-
sacáridos y bacterias, que le otorga a la comu-
nidad bacteriana protección ante el estrés am-
biental (Sala-Comorera y col., 2016). En el ca-
so de las bacterias patógenas, la biopelícula le 
confiere atributos para el establecimiento de 
la infección al hospedero, además, que es un 
ambiente idóneo que favorece la transferencia
horizontal de genes que codifican la resisten-
cia a antibióticos. La presencia de estas bac-
terias en el agua puede ser una fuente de dise-
minación de dichos genes de multirresisten-
cia entre los miembros de la comunidad bac-
teriana  (Mulamattathil  y  col.,  2014).
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nerar políticas de prevención para reducir las
enfermedades gastrointestinales provocadas por
la contaminación del agua (Cerna-Cortes y col., 
2019). La Organización Mundial de la Salud
(OMS, 2022) es responsable de desarrollar es-
tándares internacionales para cumplir con los
requisitos que garantizan la calidad del agua
y promover la salud de las poblaciones (DOF, 
2015c; Pichel y col., 2019). En México, las Nor-
mas Oficiales Mexicanas establecidas por el go-
bierno federal, regulan el saneamiento del agua
para consumo personal y doméstico. Estos li-
neamientos establecen y describen los límites
permisibles de los indicadores bacteriológicos,
con el fin de asegurar y preservar la calidad del
agua que se entrega al consumidor (DOF, 2021):
1) coliformes fecales y totales (DOF, 2015c), 2) 
Pseudomonas aeruginosa (DOF, 2015b), 3) En-
terococcus faecalis (DOF, 2015b), 4) Vibrio chole-
rae (Loyola y col., 2020), y 5) esporas de Clostri-
dium reductoras de sulfito (Miyagi y col., 2017); 
asimismo, determinan los análisis a los que de-
be someterse el agua para evaluar el control sa-
nitario  del  agua  (DOF,  2015a).

En México, existen procesos de potabilización 
de agua en la red municipal de agua que cumplen 
con los estándares establecidos; sin embargo, 
los consumidores han optado por obtener agua 
de establecimientos dedicados a la purificación 
y embotellamiento debido a su desconfianza 
hacia los sistemas de abastecimiento, sus mé-
todos y características organolépticas del agua 
local (DOF, 2015b; DOF, 2021). Aunque, se tie-
ne evidencia que cuestiona el cumplimiento de 
las normas sanitarias por parte de estableci-
mientos dedicados a la purificación y venta de 
agua para consumo humano, particularmente de 
las plantas más pequeñas. La mala calidad de 
agua que comercializan estas empresas (Aziz y 
col., 2017; Mohamed y col., 2020), es consecuen-
cia del incumplimiento de las normas sanitarias
(DOF, 2015b), o el mal uso de etiquetas y se-
llos de garantía de empresas que si cumplen con 
los estándares solicitados (Pichel y col., 2019).

Los estudios de la calidad del agua realizados 
a pequeñas plantas potabilizadoras, se han en-

focado en grandes ciudades, como la Ciudad 
de México (Cerna-Cortes y col., 2019); sin con-
siderar la producción de biopelícula y la mul-
tirresistencia a antibióticos; además de la iden-
tificación del género Aeromonas y especies del 
género Pseudomonas distintas a P. aeruginosa.

El objetivo de este estudio fue analizar la ca-
lidad del agua proveniente de pequeñas plan-
tas purificadoras de la ciudad de Puebla, en 
función de los indicadores bacteriológicos (co-
liformes fecales y totales, P. aeruginosa y E. 
faecalis) establecidos en las normas naciona-
les e internacionales; así mismo, identificar 
a las bacterias que presenten un fenotipo pató-
geno oportunista, mediante la determinación de 
multirresistencia a antibióticos, la capacidad 
de  hemólisis  y  la  formación  de  biopelícula.

MATERIALES Y MÉTODOS
Colecta de la muestra
La ciudad de Puebla se encuentra en la parte 
centro occidental del estado de Puebla, México
(98°17’38.76” W, 98°01’12.72” W; 18°50’12.48” N, 
19°13’51.24” N). Presenta un clima predominan-
te subhúmedo y templado,  con  lluvias  de  verano, 
de acuerdo a la información del Instituto Na-
cional  de  Estadística  y  Geografía  (INEGI,  2010).

Las muestras de agua (n = 70) fueron recolec-
tadas a partir de 25 plantas purificadoras de
pequeña escala, localizadas en la zona norpo-
niente (NP) y suroriente (SO) en la ciudad de 
Puebla. Durante el periodo de marzo a noviem-
bre de 2019, se realizó la compra de al menos
1 garrafón de agua de 20 L por semana, prove-
niente de 1 de las 25 purificadoras pequeñas, 
hasta completar dos muestras en cada estable-
cimiento (n = 50). Únicamente en 10 estableci-
mientos se compraron dos muestras adiciona-
les (n = 20), debido a la detección de contami-
nación microbiana. Se verificó que los garrafo-
nes estuvieran bien cerrados y con el sello de 
garantía del proveedor. El día de la compra, a 
cada garrafón se le quitó el empaque y se to-
mó una muestra de 350 mL, que se colocó en 
un recipiente estéril debidamente rotulado. Las 
muestras se mantuvieron en frío (4 °C a 8 °C) 
para  su  análisis  inmediato  (DOF,  2015c). 
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Para la identificación de coliformes totales, 
fecales y de las bacterias de P. aeruginosa 
se utilizó el método del número más proba-
ble (NMP) con tres réplicas para P. aerugino-
sa y cinco réplicas para coliformes totales y 
coliformes fecales (Mahapatra y col., 2015; Da-
ley y col., 2018; Zhou y col., 2019). Para la de-
terminación de las bacterias coliformes tota-
les se realizó una prueba presuntiva con cal-
do Lauril sulfato (Bioxon) a 37 °C, en una in-
cubadora (Labnet, modelo I5110A, New York, 
EUA), por un periodo de 24 h a 36 h. El aná-
lisis confirmatorio se llevó a cabo con caldo 
bilis verde brillante al 2 % (Bioxon) a 44 °C, en 
una incubadora (Labnet, modelo I5110A, New
York, EUA) durante 24 h (DOF, 2015c; Mi-
yagi y col., 2017). Una muestra se consideró 
positiva para coliformes totales si presentaba 
 1.1 NMP para 100 mL de agua; las muestras 
negativas fueron aquellas que tenían concentra-
ciones no detectables de bacterias o < 1.1 NMP 
por  100  mL  de  agua  (Miyagi  y  col.,  2017).

El límite permisible de P. aeruginosa es < 1.1 
NMP por 100 mL; coliformes fecales = 0 NMP 
en 100 mL (Loyola y col., 2020) y para E. fae-
calis < 1.1 NMP en 100 mL (DOF, 2015b; Pant 
y  col.,  2016).

Se trabajó el método de goteo en placa para 
cuantificar las bacterias. Se establecieron dilu-
ciones decimales seriadas para cada muestra, 
con un volumen final de 1 mL. Posteriormente,
se inocularon 20 µL de cada dilución en pla-
cas con medios selectivos. Para cuantificar los 
coliformes totales y fecales, se utilizaron agar 
MacConkey y agar eosina azul de metileno (Bio-
xon) (Farkas y col., 2012; Mohamed y col., 2020). 
Las bacterias P. aeruginosa se detectaron usan-
do un medio selectivo agar leche; y E. faecalis
utilizando agar bilis esculina (BD Difco) (DOF, 
2015a; Pant y col., 2016). Las placas se mantu-
vieron a 35 °C, en una incubadora (Labnet, mo-
delo  I5110A,  New  York,  EUA)  durante  24 h.

Selección de los aislados
A partir de las 70 muestras de agua de garra-
fón colectadas y analizadas, 29 resultaron con-

taminadas. De los 29 garrafones con pobla-
ciones bacteriológicas, se obtuvieron 56 cepas
(en 27 garrafones se colectaron 2 cepas en 
cada uno, por lo que sumaron 54; y en 2 ga-
rrafones se colectó 1 cepa por garrafón, obte-
niendo 2 cepas). El criterio de selección fue 
la morfología colonial, se buscó que esta fue-
se  idéntica  al  interior  de  cada  muestra. 

Identificación bioquímica
Las colonias presuntivas aisladas (56) se exa-
minaron mediante tinción de Gram. Posterior-
mente, se realizó una identificación bioquímica 
a través de la prueba estándar (Farkas y col., 
2012) y el kit de identificación TM Identifica-
tion Systems Enteric/Nonfermenter (BBL Crys-
tal) (Nath y col., 2020). Los 21 aislados identi-
ficados de acuerdo con la NOM-127-SSA1-202 
como P. aeruginosa carecieron de un perfil bio-
químico preciso, 14 cepas presentaron un perfil 
bioquímico similar a P. aeruginosa, en un 70 %, 
y 7 aislados mostraron un perfil ambiguo (40 % 
de semejanza). Las 25 colonias de coliformes 
totales se clasificaron, de acuerdo con su per-
fil bioquímico, como Enterobacter cloacae (13) y 
Serratia marcenses (12), pero de estas últimas, 
3 colonias presentaron un perfil ambiguo (35 %
de semejanza) para coliformes totales. A los 
10 aislados (7 de mayor ambigüedad para 
P. aeruginosa y 3 para coliformes, específca-
mente Serratia marceses) se les realizó la am-
plificación parcial del gen 16S rRNA, para la 
confirmación del género bacteriano. El aislado 
Escherichia sp M3 se utilizó como control po-
sitivo para Escherichia coli, ya que presentó un 
perfil  bioquímico  bien  definido.

Identificación molecular del gen 16S rRNA
La identificación molecular de las muestras 
que fueron ambiguas en el género bacteriano 
(n = 10) se realizó mediante el análisis de se-
cuencias parciales del gen 16S rRNA. El ADN 
se extrajo usando un kit de purificación de 
ADN genómico (Promega Co., EE. UU.). Los 
oligonucleótidos conservados empleados para 
la reacción de PCR fueron fD1 (5´-AGAGTTT
GATCCTGGCTCAG-3´) y rD1 (5AAGGAGGTG
ATCCAGCC-3´). Para ello, se utilizó el reactivo 
Master MIX (Invitrogen), que amplifica un frag-
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AS mento de 1500 pb, que corresponde al 90 % 
de la longitud del gen 16S rDNA, en un ter-
mociclador (Bio-Rad, T100, Berkeley, Estados 
Unidos de América) (Chenia y Duma, 2017). 
La amplificación por PCR se llevó a cabo de 
la siguiente forma: desnaturalización inicial a 
94 °C durante 5 min, seguida de 30 ciclos de 
desnaturalización a 94 °C durante 30 s, ali-
neamientoa 59 °C durante 30 s y extensión a 
72 °C durante 1 min. Se realizó una etapa de 
extensión de 10 min a 72 °C después del úl-
timo ciclo, para asegurar la síntesis completa 
del fragmento. La amplificación del gen se ve-
rificó con una electroforesis en gel de agaro-
sa al 1 %, y la tinción se realizó con bromu-
ro de etidio al 0.5 %. El marcador de peso 
molecular empleado para verificar el tamaño 
del amplificado fue de 1 Kb (Thermo Scienti-
fic). El gel fue visualizado bajo luz ultraviole-
ta con un fotodocumentador (Witeg, WGD-30,
Korea). Los genes purificados se enviaron a se-
cuenciar a la Unidad de Síntesis y Secuencia-
ción  de  DNA- UNAM.

Las secuencias parciales se analizaron con el 
programa informático denominado herramienta
de búsqueda de alineación local básica (BLAST, 
por sus siglas en inglés: Basic Local Alignment 
Search Tool) del Centro Nacional para la Infor-
mación Biotecnológica, que es parte de la Bi-
blioteca Nacional de Medicina de Estados Uni-
dos (NCBI, por sus siglas en inglés: National 
Center for Biotechnology Information). El pro-
grama BLAST permitió identificar el género 
bacteriano de los aislados, mediante la bús-
queda de secuencias similares en la base de 
datos internacional del GenBanck del NCBI. 
Los parámetros que indicaron que los aislados 
pertenecían a un determinado género fueron el 
porcentaje de identidad superior al 97 % y un 
valor de E igual a 0 (Aziz y col., 2017; Nath y 
col., 2020). Las secuencias parciales de los 7 
aislados de Pseudomonas se alinearon con las 
secuencias de otros organismos de este mis-
mo género. Los 3 aislados incialmente identi-
ficados como coliformes (Serratia marcenses)
se alinearon con especies de Aeromonas. Lo 
anterior de acuerdo con las secuencias dis-
ponibles en la base de datos del GenBank. Las 

secuencias utilizadas correspondieron a los 
siguientes números: MF716716.1, MK652096.1 
y KROO6248.1 para Aeromonas; MH211267.1, 
KJ756337.1, MH304251.1, MG833399.1 y AF390747.1
para las diferentes especies de Pseudomonas; 
y  para  Escherichia sp  MH465145.1.

Las secuencias parciales de los 10 aislados 
y las especies relacionadas filogenéticamente
fueron analizadas por alineamientos múlti-
ples de secuencia, para esta determinación se 
utilizó el programa CLUSTAL-X, y la histo-
ria evolutiva se especificó con la construcción 
de un árbol filogenético y se aplicó el algo-
ritmo de máxima verosimilitud del programa 
MEGA (versión 7).

Ensayo de cristal violeta para biopelícula en 
microplacas
La formación de biopelícula en microplacas 
se cuantificó mediante la tinción cristal viole-
ta reportada por Elhariry y col. (2012) y Huer-
ta y col. (2016). Los cultivos se dejaron cre-
cer durante una noche (18 h) y se diluyeron 
en una proporción de 1:1000 en caldo glice-
rol fosfato (GP), las diluciones se transfirie-
ron a microplacas de 96 pozos, a un volu-
men de 200 µL por pozo. Posteriormente, la 
placa se mantuvo durante 48 h a 37 °C sin 
agitación, en una incubadora (Labnet, mode-
lo I5110A, New York, EUA). Los pozos fue-
ron aspirados y lavados con agua destilada y 
se secaron al aire. Las biopelículas se tiñe-
ron durante 15 min con 250 µL de solución 
de cristal violeta al 1 %. Los pozos se la-
varon minuciosamente con agua corriente y 
se dejaron secar al aire. La cuantificación 
del cristal violeta se realizó solubilizando al 
cristal violeta con etanol durante 30 min 
y se midió la absorbancia a la densidad óp-
tica de 620 nm, en un espectrofotómetro de 
ELISA (ThermoLab, LabX Mutiskan, Onta-
rio, Canada). La formación de la biopelícu-
la fue normalizada con la concentración de 
proteína en función de la densidad óptica 
(DO/mg de proteína), que fue medida con el
espectrofotómetro (DLAB, SP_UV-1100, Bei-
jing, China). Cada determinación se realizó con 
9 repeticiones. La cepa control utilizada fue
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de biopelícula, característica previamente do-
cumentada  (Liu  y  col., 2017).

Se establecieron tres niveles de producción 
de biopelícula utilizando los criterios de cla-
sificación de Basson y col. (2008): nivel bajo
 0.2  y  0.3, nivel moderado > 0.3 y < 0.8, nivel 
alto  >  0.8  de  DO/mg de proteína.

Prueba  de  resistencia  a  antibióticos
Se empleó el método de difusión en disco pa-
ra 12 agentes antimicrobianos (Multibac I.D): 
Nitrofurantoína (NF 300 µg), Sulfametoxazol 
(SXT 25 µg), Cloranfenicol (CL 30 µg), Norflo-
xacina (NOF 10 µg), Ciprofloxacina (CPF 5 µg), 
Netilmicina (NET 30 µg), Cefotaxima (CFX 30 µg), 
Cefalotina (CF 30 µg), Gentamicina (GE 10 µg), 
Carbenicilina (CB 100 µg), Amikacina (AK 30 µg) 
y Ampicilina (AM 10 µg). Las placas se man-
tuvieron durante 48 h a 37 °C en incubadora 
Labnet (modelo I5110A, New York, EUA), si-
guiendo las técnicas descritas por Mohamed
y col. (2020); Nowrotek y col. (2021). La sen-
sibilidad fue interpretada de acuerdo con los 
estándares del Instituto de Normas de Labo-
ratorio Clínico (Nowrotek y col., 2021). La ce-
pa control utilizada fue Pseudomonas putida 
KT2440 por su multirresistencia a antibióti-
cos  (Baltrus  y  col.,  2021).

Detección de hemólisis
Se analizó la presencia del factor de virulencia
de reacción hemolítica de eritrocitos. Se utilizó
la base del agar sangre (Bioxon) más el 5 % 
de eritrocitos de conejo. Los aislados bacte-
rianos fueron sembrados y se mantuvieron a 
37 °C en incubadora Labnet (modelo I5110A, 
New York, EUA), durante 24 h a 48 h (Skwor 
y col., 2014: Nath y col., 2020). La cepa control 
utilizada fue Pseudomonas putida KT2440, ca-
rente de capacidad hemolítica, característica
que se evidenció en este estudio. El tipo de 
hemólisis presente en las cepas se caracterizó
como  (parcial),  (completa), o  (ausente). 

Criterios de patogenicidad
Los criterios establecidos en este experimen-
to para designar a la bacteria como patógeno 

oportunista fueron: presentar dos factores 
de virulencia, 1) producir biopelícula en alta 
concentración y 2) mostrar actividad hemo-
lítica; aunado a la ventaja de la multirresten-
cia, resistente al menos a un antibiótico de 
tres o más familias diferentes. En contraste, 
una bacteria se considera no patógena cuan-
do presenta un solo factor de virulencia y 
no  posee  multirresitencia  a  antibióticos.

Datos y análisis estadístico
La calidad bacteriológica del agua se exa-
minó siguiendo los métodos de las Normas 
Oficiales Mexicanas y de la OMS (2017). Se 
calcularon la media aritmética y el error es-
tándar. Las mediciones de incidencia de con-
taminación se describieron mediante frecuen-
ciasrelativas. La incidencia de los indicado-
res bacteriológicos fue analizada por región
mediante una comparación de Chi-cuadrado, 
teniendo como variables categóricas a las fi-
las (x): las zonas NP y SO y, columnas (y): el ti-
po de indicador microbiológico, agrupados en 
3 categorías: 1) coliformes totales, 2) colifor-
mes fecales más Enterococus faecalis y 3) Pseu-
domonas sp). La biopelícula producida por las 
10 cepas bacterianas y el grupo control, fue 
comparado mediante un análisis de varian-
za (ANOVA) paramétrico de una vía. Los da-
tos fueron transformados con la ecuación: log 
(x)*2.403 6, para cumplir con los supuestos
de normalidad y homocedasticidad. Se hicieron
las comparaciones a posteriori a través de la 
prueba de diferencias honestamente significa-
tivas (HSD, por sus siglas en inglés: Honestly 
Significant Difference) de Tukey-Kramer (Soft-
ware JMP 10.0.0, Copyright© 2012 SAS Institute 
Inc.).

RESULTADOS 
Indicadores bacteriológicos
El análisis bacteriológico de las 70 muestras 
de agua indicó que 29 de ellas (41.4 %) es-
tuvieron contaminadas y no cumplieron con 
la NOM-127-SSA1-2021 (DOF, 2021), así co-
mo las normas internacionales (Tabla 1), en 
tanto que 41 (58.6 %) de ellas si cumplieron 
con la calidad microbiológica adecuada. De 
las 70 muestras (Tablas 1 y 2), únicamente 
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25 (35.7 %) presentaron contaminación por co-
liformes totales y 4 (5.7 %) reportaron bacte-
rias coliformes fecales, mientras que 21 (30 %) 
registraron Pseudomonas aeruginosa y 6 (8.6 %) 
E. faecalis. Los garrafones de agua contami-
nados con bacterias coliformes totales y Pseu-
domonas se reportaron en 40 % (n = 10) de 
las 25 plantas purificadoras evaluadas; 4 de 
estas 10 plantas presentaron bacterias colifor-
mes fecales y 5 E. faecalis (Tabla 1). El aná-
lisis de Chi-cuadrado indicó que no hubo di-
ferencia significativa (P < 0.05) entre el tipo 
de indicador microbiológico detectado para ca-
da  zona  de  la  ciudad  (NP  y  SO)  (Tabla  2). 

Las muestras de agua presentaron una pobla-
ción bacteriana de coliformes totales entre 

102 NMP/100 mL a 106 NMP/100 mL, mien-
tras que para coliformes fecales la población 
bacteriana fluctuó entre 104 NMP/100 mL a 
105 NMP/100 mL. Las muestras con presen-
cia de E. faecalis registraron poblaciones en-
tre 103 NMP/100 mL a 106 NMP/100 mL; mien-
tras que las poblaciones de P. aeruginosa se 
encontraron en el orden de 104 NMP/100 mL 
a  106  NMP/100  mL  (Tabla  3). 

Identificación  bioquímica 
En el caso P. aeruginosa, se reportaron 21 orga-
nismos presentes en las muestras contaminadas 
mediante la técnica indicada por la NOM-201-
SSA1-2015 (DOF, 2015b) (Tabla 4). La norma
establece como prueba positiva para esta es-
pecie la producción de sideróforos en el medio 

Microorganismos 
indicadores

*Muestras con 
contaminación bacteriana

**Plantas purificadoras que
 presentaron agua con 

contaminación bacteriana
(n) (%) (n) (%)

Bacterias coliformes totales 25 35.7 10 40
Bacterias coliformes fecales  4   5.7 4 16
Enterococcus faecalis  6   8.6  5 20
Pseudomonas aeruginosa*** 21 30.0 10 40

Tabla 1. Muestras de agua de garrafón provenientes de pequeñas plantas purificadoras con indica-
dores bacteriológicos por encima de las recomendaciones de la NOM-127-SSA1-2021 (DOF, 2021).
Table 1. Samples of jug water from small purification establishments with bacteriological indi-
cators  above  the  recommendations  of  NOM-127-SSA1-2021 (DOF, 2021).

*Total de muestras (n = 70), total de muestra contaminadas (n = 29); **Plantas purificadoras (n = 25), plan-
tas purificadoras contaminadas (n = 10). Se empleó el análisis de frecuencia relativas. ***De acuerdo con 
el método oficial de la NOM-127-SSA1-2021. 

Indicadores microbiológicos*

Regiones Coliformes totales Coliformes fecales y 
Enterococus faecalis

Pseudomonas 
aeruginosa***

Norponiente (NP) 13 7 (3 y 4)** 12
Suroriente (SO) 12 3 (1 y 2)** 9

Tabla 2. Frecuencia de indicadores microbiológicos en muestras de agua contaminadas, proceden-
tes de dos regiones de la ciudad de Puebla.
Table 2. Frequency of microbiological indicators in contaminated water samples from two re-
gions of  the city of Puebla.

*La prueba de Chi-cuadrado no indicó diferencias estadísticamente significativas (P < 0.05). Valores
obtenidos de 56 aislados provenientes de 29 muestras contaminadas. **Se indica el número de colifor-
mes  fecales y Enterococus  faecalis, respectivamente. ***De acuerdo con el método oficial de la NOM-127-
SSA1-2021  (DOF, 2021). 
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Microorganismos 
indicadores

Límite 
permisible*

Conteo de población bacteriana en las muestras
 UFC/100 mL

1.1  
(n) 

102  a 103 
(n)

103 a 104 

(n)
104 a 105 

(n)
105 a 106 

(n)

Bacterias coliformes totales < 1.1 NMP 0 2 2 19 2
Bacterias coliformes fecales 0 NMP 0 0 0 4 0
Enterococcus faecalis < 1.1 NMP 0 0 3 2 1
Pseudomonas aeruginosa** < 1.1 NMP 0 0 0 17 4

Tabla 3. Identificación cuantitativa de los indicadores bacteriológicos en las muestras de agua 
de garrafón provenientes de pequeñas plantas purificadoras que no cumplen con la NOM-127-
SSA1-2021 (DOF, 2021).
Table 3. Quantitative identification of bacteriological indicators in jug water samples from small 
purification establishments that donot comply with NOM-127-SSA1-2021 (DOF, 2021).

*Límites bacteriológicos permisibles de acuerdo con la OMS (2017) y la NOM-127-SSA1-2021 (DOF, 
2021); plantas purificadoras (n = 25), muestras de agua (n = 70); UFC: unidades formadoras de colonias. 
Se presenta la media de tres experimentos independientes. La n representa las muestras positivas con 
la correspondiente población de cada indicador bacteriológico. **De acuerdo con el método oficial de la 
NOM-127-SSA1-2021. 

Género bacteriano
Muestras positivas

(n) (%)
Enterobacter cloacae (coliforme total) 13 44.8
Serratia marcescens (coliforme total)    12** 41.4
Enterococcus faecalis 6 20.7
Pseudomonas sp 21* 72.4
Escherichia coli (coliforme fecal) 4 13.8

Tabla 4. Identificación bioquímica estándar de los organismos presentes en las muestras positivas 
de  agua  de  garrafón  provenientes  de  pequeñas  plantas  purificadoras.
Table 4. Standard biochemical identification of bacterial genera in positive samples of jug water 
from small purification establishments.

Se analizaron 56 aislados provenientes de las 29 muestras positivas a contaminación. *7 aislados de 
Pseudomonas y **3 aislados de Serratia presentaron incongruencias en la identificación del género bac-
teriano  por  bioquímica  estándar. 

selectivo agar leche, visualizados como pigmen-
tos fluorescentes amarillo-verdoso. Sin embar-
go, al realizar la identificación bioquímica es-
tándar para dicha bacteria, se detectaron dis-
crepancias en las pruebas enzimáticas para la 
degradación de la fuente de carbono y de 
aminoácidos, así como, la producción de otros 
sideróforos, que dificultaron su confirmación.
Se encontraron 7 cepas que mostraron eleva-

da inconsistencia en las pruebas bioquímicas 
confirmatorias  para  Pseudomonas aeruginosa.

Los 56 aislados obtenidos de las 29 muestras 
de agua fueron identificados mediante pruebas
microbiológicas y reportados en la Tabla 4. 
Los organismos E. cloacae, E. faecalis y E. coli 
fueron corroboradas bioquímicamente. En el ca-
so de S. marcescens (coliformes totales), 3 cepas 
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AS no pudieron ser confirmadas, ya que mostra-
ron variaciones en la degradación de la fuente
de  carbono  y  aminoácidos.

Análisis molecular 
El análisis molecular identificó que los aisla-
dos inicialmente identificados como P. aerugi-
nosa, mediante la NOM-201-SSA1-2015, si per-
tenecen al género Pseudomonas, pero se sugiere

que están relacionados filogenéticamente con 
las especies P. alcaligenes, P. salomonii, P. fluo-
rescens y P. poae (Figura 1). Por otra parte, 
los aislados identificados inicialmente como 
S. marcescens (aislados EMI, MIA y MIB) en 
realidad forman parte del género Aeromonas
y presentan relación filogenética con las es-
pecies Aeromonas veronii, Aeromonas caviae y 
Aeromonas  hydrophila.

Figura 1. Árbol fi logenético basado en el análisis de la secuencia parcial del gen del 16S rRNA, 
de 7 aislados de Pseudomonas y 3 aislados de Aeromonas (en negritas) que muestra la relación fi lo-
genética  con  los  taxones cercanos. 
Figure 1. Phylogenetic tree based on partial sequence analysis of the 16S rRNA gene of 7 Pseudomonas
isolates and 3 Aeromonas isolates (in bold) showing the phylogenetic relationship with nearest taxa. 

Según un análisis de alineamiento realizado con BLAST. El aislado Escherichia sp M3 se utilizó como con-
trol positivo. La historia evolutiva de las secuencias se construyó con el algoritmo de estimación de máxi-
ma verosimilitud (EMV). La longitud de las secuencias alineadas es de 800 pb. Los números de acceso 
se indican junto a los nombres de los aislados. La barra de escala representa los valores de distancia. 
El  análisis  se  realizó  con  MEGA  versión 7.
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La presencia y la cuantificación de la biope-
lícula se le determinó a los 10 aislados confir-
mados por estudios moleculares y a la ce-
pa control Pseudomonas putida KT2440; todos 
los aislados presentaron producción de biope-
lícula. En la comparación de la producción de 
biopelícula entre los aislados se detectó dife-
rencia entre los aislados (F 0.05, 10,87 = 109.5, 
P  0.000 1). La comparación a posteriori de 
Tukey-Kramer indicó que el aislado Pseudo-
monas sp P6 presentó significativamente los 
niveles más elevados de producción de bio-
película con un promedio de 5.87 (DO)/mg de 
proteína, y el aislado de Aeromonas sp MIA 
presentó los niveles significativamente más 
bajos (P  0.001) con 0.90 (DO)/mg de proteí-
na  (Figura  2).

Resistencia  a  antibióticos  y  hemólisis
Las cepas con resistencia a un mayor núme-
ro de antibióticos fueron el control P. putida 
KT2440 y el aislado Pseudomonas sp P14, que 
son resistentes a 9 y 8 antibióticos, respecti-
vamente (Tablas 5 y 6). Los aislados del géne-
ro Pseudomonas son resistentes a norfloxaci-
na, excepto la cepa control KT2440 y el aisla-
do  de  Aeromonas sp  MIA.

Los aislados de Pseudomonas sp P14 y Aero-
monas sp EMI son bacterias multirresistentes, 
así como la cepa control P. putida KT2440 
(Tabla 6), en contraste, los aislados Pseudomo-
nas sp BIM4 y Pseudomonas sp P4 presen-
taron la mayor susceptibilidad a antibióticos 
(Tabla 5). La tendencia de la mayoría de 
los aislados de Pseudomonas sp mostraron re-
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Figura 2. Cuantificación de biopelícula de Pseudomonas y Aeromonas por la técnica de microplaca 
mediante la tinción con cristal violeta (Huerta y col., 2016).
Figure 2. Quantification of the biofilm of Pseudomonas and Aeromonas isolates by the microplate 
technique using crystal violet staining (Huerta y col., 2016). 

Se muestra la media y el error estándar de las nueve réplicas. El análisis de varianza de una vía (ANOVA) 
señala diferencias estadísticas significativas en al menos uno de los grupos (F = 109.5, P < 0.000 1). Las le-
tras diferentes representan una diferencia estadísticamente significativa. La cepa Pseudomonas putida 
KT2440 es  el  control positivo.

Pseudomonas AeromonasKT2440
sp P

4
sp P

6
sp P

7

sp P
10

sp P
13

sp P
14

sp E
MI

sp M
IA

8

7

6

5

4

3

2

1

0

Aislados

B
io

pe
líc

ul
a 

(D
O

/m
g 

de
 p

ro
te

ín
a)

c,d

f

a

b

d

b,c

f

d

g

sp M
IB

d,e

sp B
IM

4

e,f



CienciaUAT. 17(2): 146-164 (Ene-Jun 2023). ISSN 2007-7521CienciaUAT 156  https://doi.org/10.29059/cienciauat.v17i2.1728

BI
OT

EC
NO

LO
GÍ

A 
Y

CI
EN

CI
AS

 A
GR

OP
EC

UA
RI

AS

Aislado Antibióticos Clasificación

Pseudomonas 
putida KT2440*

Nitrofurantoína Nitrofuranos
Sulfametoxazol Sulfonamidas
Ciprofloxacina Quinolona 2ª generación

Cefotaxima+, Cefalotina Betalactámicos/ Cefalosporinas +3ª genera-
ción,  1ª generación

Gentamicina Aminoglucósidos
Carbenicilina, Ampicilina Betalactámicos /Penicilinas

Cloranfenicol Fenicoles
Pseudomonas sp 
P4

Norfloxacina, Ciprofloxacina Quinolonas 2ª generación
Gentamicina Aminoglucósidos

Pseudomonas sp 
P6

Norfloxacina, Ciprofloxacina Quinolonas 2ª generación
Netilmicina, Gentamicina, Amikacina Aminoglucósidos

Pseudomonas sp 
P7

Norfloxacina Quinolonas 2ª generación
Netilmicina, Gentamicina, Amikacina Aminoglucósidos

Pseudomonas sp 
P10

Norfloxacina Quinolonas 2ª generación
Netilmicina, Gentamicina, Amikacina Aminoglucósidos

Pseudomonas sp 
P13

Norfloxacina, Ciprofloxacina Quinolonas 2ª generación
Netilmicina, Gentamicina, Amikacina Aminoglucósidos

Pseudomonas sp 
P14

Sulfametoxazol Sulfonamidas
Norfloxacina, Ciprofloxacina Quinolonas 2ª generación

Netilmicina, Gentamicina, Amikacina Aminoglucósidos

Cefotaxima Betalactámicos / 
Cefalosporinas 3ª generación

Carbenicilina Betalactámicos /Penicilinas
Pseudomonas sp 
BIM4

Norfloxacina Quinolonas 2ª generación
Netilmicina, Amikacina Aminoglucósidos

 Aeromonas sp 
MIB Cefotaxima Betalactámicos / 

Cefalosporinas 3ª generación

Aeromonas sp
EMI

Nitrofurantoína Nitrofuranos
Norfloxacina, Ciprofloxacina Quinolonas 2ª generación

Cefotaxima Betalactámicos/
Cefalosporinas 3ª generación

Gentamicina, Amikacina Aminoglucósidos
Ampicilina Betalactámicos /Penicilinas

Aeromonas sp 
MIA

Cefalotina Betalactámicos/ 
Cefalosporinas 1ª generación

Carbenicilina, Ampicilina Betalactámicos /Penicilinas

Tabla 5. Perfil de resistencia a antibióticos de las cepas bacterianas aisladas en las muestras de agua 
de  garrafón  provenientes  de  pequeñas  plantas  purificadoras.
Table 5. Profile of resistance to antibiotics of the bacterial strains isolated in the samples of jug 
water  from  small  purification  establishments.

Para la determinación del perfil de resistencia se utilizó el método de difusión en disco para 12 agentes 
antimicrobianos. La hemólisis se evidenció por la capacidad de las bacterias de lisar eritrocitos utili-
zando  el  agar  sangre. *Cepa  control  Pseudomonas  putida  KT2440. 
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ASTabla 6. Producción de biopelícula, resistencia a antibióticos y grado de hemólisis de los 10 aislados 
de  agua  contaminada  procedentes  de  pequeñas  purificadoras.
Table 6. Production of biofilm, resistance to antibiotics and degree of hemolysis in the 10 isola-
tes  of  contaminated  water  from  small purification  establishments.

Aislado Producción de 
biopelícula

Resistencia a 
antibióticos

*Fenotipo de 
patogenicidad

Pseudomonas 
putida KT2440* Intermedia Multirresistente No patógeno

Pseudomonas sp P4 Intermedia Resistente a dos 
familias No patógeno

Pseudomonas sp P6 Alta Resistente a dos 
familias No patógeno

Pseudomonas sp P7 Alta Resistente a dos 
familias No patógeno

Pseudomonas sp P10 Intermedia Resistente a dos 
familias No patógeno

Pseudomonas sp P13 Alta Resistente a dos 
familias No patógeno

Pseudomonas sp P14 Intermedia Multirresistente No patógeno

Pseudomonas sp BIM4 Intermedia Resistente a dos 
familias No patógeno

Aeromonas sp MIB Intermedia Resistente a una 
familia No patógeno

Aeromonas sp EMI Alta Multirresistente No patógeno

Aeromonas sp MIA Baja Resistente a una 
familia No patógeno

*En este estudio se establece el fenotipo de patógeno oportunista y no patógeno de los aislados carac-
terizados molecularmente. 1) Patógeno oportunista, presenta dos factores de virulencia: producción de 
biopelícula alta y hemólisis; además, posee la ventaja de ser multirresistente. 2) No patógeno, presenta 
un  único  factor  de  virulencia:  producción  de  biopelícula  o  hemólisis.

sistencia a dos familias de antibióticos, y los 
tres aislados de Aeromonas MIB y MIA fue-
ron  resistentes  a  betalactámicos.

Los aislados del género Pseudomonas sp P4, 
P6 y P7 presentaron hemólisis parcial. La 
cepa KT2440 (control), P10, P14 y BIM4 no 
presentaron hemólisis y solo el aislado de Pseu-
domonas sp P13 presentó hemólisis comple-
ta. En el caso del género Aeromonas, ninguno  
aislado  presentó  hemólisis  (Tabla  6).

En este estudio, los 10 aislados caracteriza-
dos molecularmente fueron clasificados como 
no patógenos, dado que se requieren al me-
nos 2 factores de virulencia y la multirresis-
tencia a antibióticos para considerarlos como 
patógenos  oportunistas  (Tabla  6). 

DISCUSIÓN
El 40 % de las pequeñas plantas purificadoras 
de la ciudad de Puebla, México, comercializa-
ron agua contaminada con coliformes fecales, 
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AS coliformes totales, E. faecalis y Pseudomonas sp
(cepas presuntivas P. aeruginosa) (Tablas 1 y 2),
de acuerdo con la NOM-127-SSA1-2021 (DOF,
2021). Existen pocos estudios que analizan la
presencia de indicadores bacteriológicos en el
agua de garrafón proveniente de pequeñas plan-
tas purificadoras. Abada y col. (2019) y Cerna-
Cortes y col. (2019) determinaron la calidad 
bacteriológica del agua obtenida de pequeños 
establecimientos dedicados a su purificación, 
de Arabia Saudita y de la Ciudad de México, 
respectivamente, y encontraron bacterias coli-
formes totales en más del 60 % de sus mues-
tras, y entre el 3 % y el 23 % de las muestras 
presentaron coliformes fecales, los cuales con-
cuerdan  con  lo  aquí  reportado.

En el presente estudio, se registraron seis mues-
tras de agua con contaminación por E. faecalis.
Algunas investigaciones demostraron que es-
ta bacteria se caracteriza por su capacidad de 
transferir genes que codifican para la resis-
tencia a antimicrobianos (Chacón y col., 2018; 
Cho y col., 2020), a pesar de que no cuenta con
un potencial alto de virulencia (Enayati y col., 
2015).

Existen reportes que establecen la presencia 
de Enterococcus sp en muestras de agua del 
grifo de Dharan, Nepal (Pant y col., 2016); por 
lo anterior, el monitoreo de esta bacteria es 
importante, ya que corrobora la presencia de 
contaminación  fecal.

El análisis de Chi-cuadrado indicó la falta de 
asociación entre las zonas NP y SO con el in-
dicador bacteriológico, mostrando similitud en 
la presencia de las bacterias contaminantes 
en ambas zonas. En el estudio de Tyagi y col. 
(2015) se realizó la comparación de colifor-
mes fecales y totales en dos regiones del es-
tado de Uttarakhand en la India, Garhwal y 
Kumaun; encontrando un mayor grado de con-
taminación en la región Kumaun. No obstante
que la investigación de Tyagi se llevó a cabo 
en agua proveniente de cuerpos de agua natu-
rales. Otros trabajos comparan los marcadores
microbiológicos en diferentes fuentes, como ti-
nacos municipales y botellas de agua, sin con-

siderar el origen por zonas (Pant y col., 2016). 
Las investigaciones que contrastan el agua 
proveniente de agua embotellada por regiones 
son escasas en la literatura y este estudio con-
tribuye a establecer la existencia de indicado-
res  microbiológicos  por  zonas.

Las muestras contaminadas presentaron va-
rias especies de Pseudomonas distintas a P. ae-
ruginosa, además de Aeromonas (Figura 1). Asi-
mismo, solo 2 organismos aislados, más el con-
trol, mostraron resistencia a más de dos fami-
lias de antibióticos, por lo que, se consideran 
bacterias multirresistentes; además produjeron  
biopelícula.

Los resultados indicaron que las muestras de 
agua contaminadas presentaron hasta 100 000 
veces más bacterias coliformes totales (Ta-
bla 3) que lo estipulado en las normas nacio-
nales e internacionales. Los coliformes totales
(Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Serratia y 
Proteus) son indicadores bacteriológicos que
están estrechamente relacionados con la con-
taminación ambiental de suelos, ríos, super-
ficies foliares de plantas y aguas residuales
(Wu y col., 2011). Además, un porcentaje pe-
queño de las muestras de agua contaminada 
con bacterias coliformes totales (5.7 %), re-
portó altas poblaciones de E. coli (Tabla 3). 
Dicha bacteria es representativa de las coli-
formes fecales (DOF, 2015b), lo que sugiere la 
existencia de contaminación fecal en el agua
(Daley y col., 2018). La presencia de E. coli es-
tá estrechamente relacionada con el aumen-
to de infecciones gastrointestinales en la po-
blación (Saxena y col., 2015) por lo que, no de-
bería estar en el agua para consumo humano  
(Chacón  y  col.,  2018).

Dentro de los indicadores bacteriológicos con-
siderados estratégicos al determinar la calidad 
de agua para consumo humano, está el análisis 
de P. aeruginosa. El género Pseudomonas es ubi-
cuo en la naturaleza y se encuentra común-
mente en la microflora autóctona de las aguas,
incluso en aquellas con bajos niveles de nut-
rientes (Camiade y col., 2020; Nordstedt y col., 
2020).
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ASLos resultados de este estudio señalaron que 
21 de las muestras de agua embotellada con-
taminadas con coliformes totales presentaron 
poblaciones de Pseudomonas sp, que supera-
ron en 100 000 veces los límites permisibles 
establecidos por las normas oficiales. Además, 
los resultados sugieren que el agua embote-
llada puede ser un vector de transmisión del 
género Pseudomonas que podrían causar en-
fermedades en grupos vulnerables y la des-
composición  de  alimentos  (Wu  y  col.,  2011).

La versatilidad metabólica que presentan el 
género Pseudomonas y el grupo de las Entero-
bacterias, en algunas ocasiones, hace variar la 
producción de metabolitos secundarios; por lo 
tanto, el perfil bioquímico de estas especies, 
no siempre coincide con lo establecido en la 
literatura (Sudan y col., 2018); por ello, se rea-
lizaron análisis moleculares para corroborar la 
identidad del género de los microorganismos 
aislados.

El análisis filogenético de los 7 aislados de 
Pseudomonas mostró cercanía con las espe-
cies P. alcaligenes, P. salomonii, P. fluorescens y
P. poae. Al respecto, Woodring y Farrell (2019)
reportaron que P. fluorescens y P. poae tienen 
el potencial genético de ser patógenos opor-
tunistas. Por otra parte, Sala-Comomera y col. 
(2016), aislaron a otras especies del género 
Pseudomonas, sin aislar a P. aeruginosa, y con-
cluyeron que la comunidad bacteriana iden-
tificada en el agua purificada por ósmosis 
reversa no representa un riesgo para la salud 
(Sacchetti y col., 2015). Es importante, por lo
tanto, determinar si las especies de Pseudo-
monas, aisladas en el presente estudio, presen-
taban patogenicidad. Otro microorganismo de 
interés para la salud pública es Aeromonas sp,
que se aísla de forma ubicua de muestras de
carne, leche, productos lácteos y agua (Vávro-
vá y col., 2015; Stratev y Odeyemi, 2016). En 
el presente trabajo, se detectó la existencia de 
cepas de 3 Aeromonas, por lo que se consideró
el  determinar  si  mostraban  patogenicidad.

En este estudio se identificaron aislados muy 
cercanamente relacionados con las especies: 

A. hydrophila, A. caviae y A. veronii, que esta-
ban presentes en las muestras contaminadas 
con coliformes totales. Las características bio-
químicas de las especies del género Aeromo-
nas sp son similares, lo que dificulta la carac-
terización y diferenciación fenotípica (Vávrová 
y col., 2015). Aeromonas hydrophila y A. caviae 
son patógenos acuáticos oportunistas que cau-
san infecciones gastrointestinales (Horn y col., 
2016) y septicemia en humanos y animales 
(Stratev y Odeyemi, 2016; Zhou y col., 2019). 
Los estudios que analizan el género Aeromonas 
en agua embotellada para consumo humano 
son prácticamente inexistentes. Sin embargo, 
este género se ha identificado en el agua po-
table y tiene la capacidad de producir entero-
toxinas (Farkas y col., 2012; Miyagi y col., 2017) 
y su presencia se ha asociado con diarrea in-
fantil (Aziz  y col., 2017).

La Agencia de Protección Ambiental de los 
Estados Unidos, ha colocado al género Aero-
monas en la lista de especies candidatas a 
contaminantes, por lo que la OMS ha pro-
puesto el uso de esta bacteria como marca-
dor de riesgo en los sistemas de distribución 
de agua (OMS, 2017). Cabe mencionar que, ni 
el género Aeromonas, ni otras especies dis-
tintas a P. aeruginosa, están reportadas en las 
normas oficiales como indicadores bacterio-
lógicos del agua para consumo humano; no 
obstante, han sido catalogadas como bacte-
rias oportunistas que pueden ocasionar da-
ños en pacientes inmunocomprometidos (Wu 
y  col.,  2011;  Govender  y  col.,  2021).

En este estudio, se analizó la producción de 
biopelícula en los 4 géneros de Pseudomonas y 
3 de Aeromonas; ambas especies en general 
mostraron niveles altos e intermedios (Figu-
ra 2 y Tabla 6). La biopelícula favorece la co-
lonización de ambos géneros a su hábitat, in-
dependientemente de si se trata de cepas pa-
tógenas o no patógenas (Maes y col., 2020) y, 
constituye un ambiente idóneo para la trans-
ferencia horizontal de genes de resistencia a 
antibióticos (Mulamattathil y col., 2014). La
cantidad de biopelícula depende de varios fac-
tores, y los más reportados son la temperatu-
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AS ra, aireación, disponibilidad de nutrientes y la 
especie; por ejemplo, Chenia y Duma (2017) 
observaron que en los aislados de Aeromonas 
procedentes de pescados y agua de mar, la 
cantidad de biopelícula producida a 30 °C de-
pende de la especie. De forma similar, Elha-
riry y col. (2012) aislaron a Pseudomonas a 
partir de agua potable, la cual produjo biope-
lícula de forma moderada a 30 °C. Esta ten-
dencia también se observó en el presente es-
tudio, con los aislados de Aeromonas y Pseu-
domonas, lo que corrobora que la cantidad de 
biopelícula   depende   de   la  especie.

Pseudomonas se caracteriza por ser multirre-
sistente a los antibióticos (Horn y col., 2016; 
Camiade y col., 2020); sin embargo, los resul-
tados de este estudio muestran que la mayo-
ría de los aislados de Pseudomonas son resis-
tentes únicamente a dos grupos de antibióti-
cos: Quinolonas (norfloxacina y ciprofloxaci-
na) y Aminoglucósidos (gentamicina, amikaci-
na y netilmicina), por lo que no se podrían con-
siderar como bacterias multirresistentes. Solo 
dos excepciones mostraron multirresistencia a 
antibióticos: un aislado de Pseudomonas (P14) 
y un aislado de Aeromonas (EMI) (Tabla 6).
El trabajo de Sala-Comorera y col. (2016) se-
ñaló que, el 95 % de los aislados en agua 
purificada fueron resistentes a cloranfenicol, 
aztreonam  y  cefotaxima. 

Camiade y col. (2020) reportaron que los ais-
lados provenientes de restos fecales de huma-
nos y ganado manifestaron resistencia a beta-
lactámicos (penicilinas, cefalosporinas y mono-
bactámicos), fenicoles (cloranfenicol) y sulfo-
namidas (trimetroprima y sulfametoxazol), pe-
ro fueron sensibles a quinolonas y aminoglu-
cósidos, contrario a lo que se reporta en esta 
investigación. La tendencia observada en la Ta-
bla 5 es semejante al patrón de resistencia a
cefalosporinas, cefixima, trimetroprima y sulfa-
metoxazol, en aislados de aguas superficiales y
residuales reportado por Govender y col. (2021).

El aislado de Aeromonas (EMI) presentó mul-
tirresistencia a los antibióticos (gentamicina, 
ciprofloxacina y betalactámicos), semejante al 

perfil de resistencia de los aislados reporta-
dos en heces fecales y alimentos por Kamal 
y Abdel-Latef (2015) y en el 51.6 % de los ais-
lados provenientes de agua de ambientes acuí-
colas obtenidos por Dhanapala y col. (2021). 
La resistencia a penicilina y ampicilina se ha 
reportado en el 100 % de los aislados de Aero-
monas a partir de granjas piscícolas (Dhanapala 
y col., 2021), al igual que en la presente inves-
tigación.

La actividad hemolítica fue detectada en más 
de la mitad de los 7 aislados de Pseudomonas, 
en este estudio. La hemólisis en Pseudomonas 
tiende a presentarse con frecuencia en cepas 
que se comportan como patógenos oportunis-
tas; por ejemplo, en P. aeruginosa aislada a par-
tir de basura proveniente de hospital (Nath y 
col., 2020), en aislados clínicos de P. aerugino-
sa y P. fluorescens corroborados en cultivo ce-
lular (Rossignol y col., 2008). Un ejemplo par-
ticular, es P. fluorescens, carece de hemólisis 
cuando se comporta como saprófita, contra-
rio a las cepas oportunistas provenientes de 
aislados clínicos que sí presentan hemólisis
(Sperandio y col., 2012). Los aislados de Aero-
monas en este trabajo no generaron hemóli-
sis, a diferencia de lo reportado en los aisla-
dos de A. caviae a partir de aguas residuales, 
que producen beta-hemólisis, biopelícula y mul-
tirresistencia (Nowrotek y col., 2021). La acti-
vidad hemolítica de Aeromonas ha sido com-
probada en diversos estudios como en pes-
cados y agua de mar (Kamal y Abdel-Latef, 
2015), en alimentos y muestras de heces feca-
les  de  humanos  (Chenia  y  Duma,  2017).

De acuerdo con la evidencia en la literatura, 
para asignar a una bacteria como patógena 
oportunista se requiere evidenciar al menos 
tres factores de virulencia (Rossignol y col., 
2008; Nowrotek y col., 2021). En este estudio 
se consideraron como patógenos oportunistas 
a las bacterias aisladas que presentaron los 
factores de virulencia, biopelícula y hemólisis, 
y la multirresistencia a antibióticos (Tabla 6). 
Con estas características ningún aislado fue 
clasificado como patógeno oportunista. Sin em-
bargo, destaca la presencia de la Pseudomo-
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ASnas sp P 13, con alta producción de biopelícula 
y hemólisis completa, la cual al ser resisten-
te a dos familias de antibiótico podría afectar 
a pacientes inmunocomprometidos, si el trata-
miento adecuado no se da de manera opor-
tuna.

CONCLUSIONES
El 40 % de las pequeñas plantas purificado-
ras de agua no cumplieron con la normativa
de la calidad de agua para consumo humano.
La presencia de Aeromonas y Pseudomonas fue
identificada en las muestras contaminadas.
Los aislados de estos géneros bacterianos no 

se consideraron patógenos oportunistas al no 
presentar las tres características evaluadas, sin
embargo, destaca el amplio número de antibió-
ticos a los cuales se están volviendo resisten-
tes. Es recomendable ampliar la caracteriza-
ción a nivel molecular y probar la patogenici-
dad de los aislados de Aeromonas y Pseudo-
monas  en  un  modelo  animal.
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