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Pseudomonas en arroyos y rios de Paraguay: un

analisis de su perfil de susceptibilidad a los antibioticos

Gabriela Raquel Lambrecht Lambrecht

Resumen — Las bacterias del género Pseudomonas se
han convertido en una preocupacion creciente debido al
desarrollo de resistencia a maultiples antibioticos,
promovida, en los ambientes acuaticos, por facilidad de
transferencia de genes de resistencia. Este trabajo evalué
la concentracion y el perfil de susceptibilidad a antibiéticos
de Pseudomonas spp. aisladas de arroyos y rios de 22
sitios pertenecientes a 8 ciudades de los departamentos de
Alto Parana y Canindeyu, Paraguay. Los antibiéticos
utilizados fueron gentamicina, ceftazidima, levofloxacino,
amikacina, tobramicina, cefepima y colistina. Se aislaron 29
cepas, con una concentracion maxima de 50 UFC/100 mL
en el punto denominado Arroyo Ju’i Rupa de la ciudad de
Hernandarias, Alto Parana. Todos los aislados recuperados
presentaron sensibilidad completa a los antibiéticos
utilizados. Estos resultados son contrarios a la creciente
tendencia de farmacorresistencia y proporcionan una linea
de base de referencia para un posterior monitoreo continuo
que auxilie en la deteccion de cambios en los genes de
resistencia en la comunidad bacteriana total (resistoma) de
estos cuerpos de agua.

Palabras clave— Susceptibilidad antibiética, Pseudomonas,
resistoma ambiental, recursos hidricos, una salud.

Abstract — Bacteria of the genus Pseudomonas have
become a growing concern due to the development of
multidrug resistance, promoted in aquatic environments by
the ease of transfer of resistance genes. This study
evaluated the concentration and antibiotic susceptibility
profile of Pseudomonas spp. isolated from streams and
rivers at 22 sites in eight cities in the departments of Alto
Parana and Canindeyu, Paraguay. The antibiotics used
were gentamicin, ceftazidime, levofloxacin, amikacin,
tobramycin, cefepime, and colistin. 29 strains were
isolated, with a maximum concentration of 50 CFU/100 mL
at the site known as Arroyo Ju'i Rupa in the city of
Hernandarias, Alto Parana. All isolates recovered were
completely sensitive to the antibiotics used. These results
are contrary to the growing trend of drug resistance and
provide a baseline for further continuous monitoring to aid
in the detection of changes in resistance genes in the total
bacterial community (resistome) of these water bodies.

Keywords—  Antibiotic  susceptibility, = Pseudomonas,
environmental resistance, water resources, health.

l. INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una de las
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mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad
alimentaria y el desarrollo (Organizacién Mundial de la Salud,
2021). Eluso indebido y excesivo de antibidticos en la medicina
humana y veterinaria ha acelerado la aparicién y propagacion
de microorganismos farmacorresistentes. Los entornos
acuaticos, como rios y arroyos, actilan como reservorios y vias
de diseminacion de bacterias resistentes y genes de resistencia,
creando un ciclo complejo que conecta los efluentes sin
tratamiento con el medio ambiente (Larsson & Flach, 2022).

Dentro de este contexto, el género Pseudomonas
especificamente, la especie Pseudomonas aeruginosa, ocupa un
lugar preponderante (Crone et al., 2020) al ser un patdégeno
oportunista, responsable de una amplia gama de infecciones que
afectan el torrente sanguineo, tracto urinario, piel, oido y ojos.
Su capacidad intrinseca y adquirida para resistir a multiples
clases de antibidticos la ha catalogado como un patégeno
prioritario en la lista de la Organizacion Mundial de la Salud
(2017).

La vigilancia de la susceptibilidad antibidtica en cepas
ambientales de Pseudomonas es crucial ya que, como
mencionado, estas bacterias pueden servir como un reservorio
genético para la transferencia de resistencia a cepas
clinicamente relevantes. En Paraguay, la informacion sobre la
prevalencia y el perfil de resistencia de las Pseudomonas en
cuerpos de agua superficiales es limitada. En esta investigacion
se ha propuesto abordar esta brecha de conocimiento, con el
objetivo de aislar, cuantificar y caracterizar el perfil de
susceptibilidad a antibidticos de cepas de Pseudomonas
presentes en arroyos y rios de los departamentos de Alto Parana
y Canindeyu, Paraguay, dos regiones de gran importancia
hidrica y productiva para el pais.

Il. MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal. Se
selecciond 22 puntos de muestreo en arroyos y rios de zonas
urbanas y rurales de los departamentos de Alto Parana (AP) y
Canindeyu (CAN), cubriendo 8 ciudades (Tabla 1). Los
muestreos fueron realizados en el periodo comprendido entre
noviembre y diciembre de 2021.

Toma de muestras

La muestra correspondiente a 100 mL de agua superficial se
recolectd en frascos estériles siguiendo protocolos
estandarizados para analisis microbioldgico y se transportaron
en condiciones de refrigeracion al laboratorio para su
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procesamiento, en un plazo no mayor a 24 horas (Rosen et al.,
1999).

Tabla 1. Localizacion de los puntos de muestreo estudiados, con
datos de coordenadas (UTM), ciudad y departamento.

Nombre X;Y Ciudad Dpto
Ao.Cristal ;63732%73’9 Saltos del Guaira CAN
Rio Carapa ;3342;5525 4 Saltos del Guaira | CAN
11{i0 Cruce Yaguarete ;5215.2?889;6 Minga Pord AP
2Rio Cruce Yaguarete ;5225.3.9022;7 Minga Pord AP
];{io Cruce Yaguarete ;§225§?679;1 Minga Pord AP
Ao. Entre Rios ;2206;%193’ 5 Minga Pora AP
Ao. Gasory ;6332'47‘?000; s Saltos del Guaira | CAN
Rio Itambey Ruta 4 ;.12572.2890;9 Nueva Esperanza | AP
Rio Itabo Ruta4 ;?2%2?58; o | San Alberto AP
Ao. Itabomi TS, | san Alberto AP
Rio Piratiy ;,6373'2?838;3 Saltos del Guaira | CAN
Ao. Yaguatiy ;23%31799’ 1 Corpus Christi CAN
Ao. Acaraymi ;4107%011‘; 6 Minga Guaza AP
Ao. Amambay (AA1) ;31873084 5;2 Ciudad del Este AP
Ao. Amambay 2 ;3177'461.7895 4 Ciudad del Este AP
Ao. Amambay 3 ;.3177.4319342;8 Ciudad del Este AP
Ao. Jui Rupa 1 ;.3178'2.6871; 6 Hernandarias AP
Ao. Jui Rupa 3 ;316847‘%‘55’ 6 Hernandarias AP
Ao. Toco Bore ;732320354’ 5 Saltos del Guaira | CAN
Ao. Pirati’y ;7323'22057 Saltos del Guaira | CAN
Ao. Carumbey ;.1215%315;8 Minga Pord AP
Ao. Santa fe ;32102284 1;9 Santa Fé AP

Ao: Arroyo; AP: Alto Parana; CAN: Canindeyu; Dpto: departamento

Cultivo y aislamiento de bacterias

Para el cultivo microbiologico de las muestras, se utilizo la
técnica de filtracion por membrana para el aislamiento y
recuento de Pseudomonas (Standing Committee of Analysts,
2015). Se filtraron los 100 ml de cada muestra a través de una
membrana de nitrocelulosa con poro de 0.45 pm. Dicha
membrana fue incubada sobre agar Cetrimide (Oxoid, UK) a
37°C durante 24-48 horas. Las colonias que presentaron un
color verde, caracteristica indicativa para Pseudomonas, fueron

contadas para la determinacion de las Unidades Formadoras de
Colonias por 100 mL (UFC/100 mL). Los aislados fueron
purificados mediante resiembra en el mismo medio y su
identificacion presuntiva se baso en caracteristicas bioquimicas
a seguir: produccion de pigmentos, morfologia microscopica
con tincion de Gram, fluorescencia bajo luz UV, resistencia a
fenantrolina 1:10 y fermentacion de medio TSI (triple sugar ion,
Britania, Argentina). De manera similar, para cada sitio de
estudio fueron sembradas las muestras para obtencion de los
coliformes fecales, mediante filtracion en membrana de 100 mL
de muestras y cultivo en medio mFc (Difco, UK).

Pruebas de susceptibilidad a antibidticos

El perfil de susceptibilidad antibidtica se evalué mediante el
método de difusion en disco de Kirby-Bauer, conforme a las
directrices del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Para ello, se prepar6 un indculo bacteriano
estandarizado, equivalente al patrén 0.5 de McFarland, a partir
de cada aislado puro, el cual fue sembrado de manera uniforme
sobre placas de agar Mueller-Hinton. Posteriormente, se
colocaron discos impregnados con los siguientes antibidticos:
gentamicina (10 pg), ceftazidima (30 pg), levofloxacino (5 pg),
amikacina (30 pg), tobramicina (10 pg), cefepima (30 ug) y
colistina (10 pg). Las placas se incubaron a 37°C durante 18-24
horas, y los halos de inhibicion resultantes se midieron en
milimetros. Los resultados se interpretaron como "Sensible",
"Intermedio" o "Resistente" de acuerdo con los puntos de corte
establecidos por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2022; Hudzicki, 2009; Soares et al., 2020).

. RESULTADOS Y DISCUSION

Este estudio proporciona la primera evaluacion del perfil de
susceptibilidad de Pseudomonas spp. en aguas superficiales de
Alto Parana y Canindeyd. El hallazgo principal, una
sensibilidad del 100% a un panel de siete antibidticos de
relevancia clinica, es tanto sorprendente como alentador. Este
resultado contrasta marcadamente con numerosos informes a
nivel mundial que documentan una creciente prevalencia de
Pseudomonas multirresistentes en entornos acuaticos (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2022; Berendonk et al.,
2015; Govender et al., 2021).

El recuento bacteriano presentd un promedio general de 22
UFC/100 mL (Figura 1), evidenciando concentraciones bajas
en la mayoria de los sitios. Los sitios urbanos mostraron una
mayor variabilidad en ambas bacterias, con AA3 emergiendo
como el punto mas critico al registrar simultaineamente la
concentracion mas elevada de coliformes fecales (10,000
UFC/100ml) junto con niveles altos de Pseudomonas (40
UFC/100ml), mientras que JR3 present6 el patron inverso con
la méxima concentraciéon de Pseudomonas (50 UFC/100ml)
pero niveles moderados de coliformes (2,200 UFC/100ml). En
contraste, los sitios rurales exhibieron un comportamiento
homogeéneo y consistentemente bajo para ambas bacterias, con
concentraciones de Pseudomonas oscilando entre 10-20
UFC/100ml y coliformes fecales entre 100-400 UFC/100ml,
sugiriendo un menor impacto antropogénico. Notablemente,
tres sitios urbanos (Monday, JR1 y Sfe) presentaron recuentos
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similares a los rurales para ambos indicadores (10-20
UFC/100ml de Pseudomonas y 200-600 UFC/100ml de
coliformes), evidenciando que la clasificacion geografica
urbano-rural no es determinante absoluto de la calidad
microbioldgica del agua.

Los halos de inhibicion obtenidos se situaron dentro de los
rangos de sensibilidad establecidos por CLSI, destacando la
levofloxacina con diametros promedio superiores a 25 mm y la
amikacina con halos cercanos a 30 mm, lo cual confirma una
sensibilidad del 100% en todos los aislados. No se detectaron
cepas resistentes ni intermedias, lo que contrasta con estudios
previos de la region donde se han reportado resistencias en otros
géneros como Escherichia.

La ausencia de resistencia en las cepas aisladas en este estudio
podria sugerir que, en el momento del muestreo, estos cuerpos
de agua especificos presentaban una baja presion selectiva por
contaminacion con antibidticos. Es posible que la dilucion
natural, la biodegradacién y la limitada exposicion a efluentes
hospitalarios o de produccion ganadera intensiva en los puntos
de muestreo contribuyan a este perfil de susceptibilidad
favorable. Sin embargo, esto no se descarta la presencia de
genes de resistencia en la comunidad bacteriana total (el
resistoma) que no fueron detectados fenotipicamente en los
aislados de Pseudomonas (Ishii, 2020).

Concentracion de Pseudomonas (UFE/100 mi)
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Grifico 1. Recuento total de Pseudomonas en cada sitio de estudio. Las
barras color rojo representan a sitios con entorno urbano y peri-urbano, las
barras verdes representan a sitios con entorno rural y/o agricola.

Las concentraciones bacterianas mas altas que estuvieron
entorno de 40 y 50 UFC/100 mL fueron halladas en arroyos
urbanos y periurbanos (Figura 2). Y aunque los nimeros no
sean alarmantes, justifican la necesidad de un monitoreo
regular, especialmente en aguas destinadas a uso recreativo o
doméstico, en linea con los marcos de vigilancia ambiental
propuestos por organizaciones internacionales de salud ptblica
como el Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC, 2024).

Aunque los sitios urbanos presentan concentraciones
numéricamente superiores de Pseudomonas (30.0 = 16.3 vs
16.0 + 5.5 UFC/100ml) y coliformes fecales (2,000 + 3,598 vs

240 + 114 UFC/100ml), estas diferencias no son
estadisticamente significativas (p = 0.203 > 0.05, prueba U de
Mann-Whitney), a pesar de mostrar un tamafio del efecto
grande (d de Cohen = 1.067). El analisis de clustering
jerarquico  (Figura 2) identific6 dos poblaciones
microbioldgicas distintas basadas en el nivel de contaminacion:
un Cluster 1 de "baja contaminaciéon" (8 sitios: 3 urbanos + 5
rurales) con concentraciones promedio de 15.0 UFC/100ml de
Pseudomonas y 300 UFC/100ml de coliformes, y un Cluster 2
de "alta contaminacion" (4 sitios: exclusivamente urbanos) con
42.5 UFC/100ml de Pseudomonas y 3,200 UFC/100ml de
coliformes. El mapa de calor ordenado por dendrograma
confirmé visualmente estos patrones, destacando que sitios
urbanos como Monday, JR1 y Sfe presentan niveles de
contaminacion similares a los rurales, mientras que AA3
emerge como un outlier extremo con 10,000 UFC/100ml de
coliformes fecales. La correlacion entre ambas bacterias es
moderada pero no significativa (r = 0.457, p = 0.135),
sugiriendo una fuente comun de contaminacion.
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Figura 2. Mapa de calor de concentraciones bacterianas ordenadas por
Clustering. Donde los nimeros dentro de las barras corresponden a recuentos
en UFC/100 mL, los sitios clasificados como entornos rurales se encuentran
con fuente color verde y los sitios de entorno urbano en color rojo.

La deteccion de valores reducidos de UFC en la mayoria de
los sitios, junto con la ausencia total de resistencia a los
antimicrobianos ensayados, sugiere que los cuerpos de agua
analizados no constituyen actualmente reservorios criticos de

resistencia bacteriana. No obstante, la presencia de
Pseudomonas en si misma, confirma que estos
microorganismos son habitantes naturales de dichos

ecosistemas y su cuantificacion podria servir como un indicador
ambiental de la calidad microbiolédgica del agua.

Estos resultados representan una linea de base inicial para el
seguimiento del resistoma ambiental en la cuenca del Parana,
proporcionando datos utiles para futuras comparaciones. Se
recomienda una exploracion mas profunda a través de futuros
estudios longitudinales o la deteccion a través de herramientas
moleculares de genes de resistencia, que podrian estar
presentes, pero no expresados (Franklin et al., 2021; Liguori et
al., 2022).
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