Encuentro Técnico Encontro Técnico .
de Riego en b de Agricultura @ 12 - 14 de Marzo 0 Colonia del Sacramento - Uruguay
Agricultura 2025 Irrigada

EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL AGUA EN
AGROECOSISTEMAS ARROCEROS EN EL CENTRO DE PORTUGAL

Isabel Maria Duarte ' %, Paula Amador ', Helena Marques ', Teresa Vasconcelos ', José
Manuel Gongalves'
RESUMEN: La exigencia de la sociedad para la preservacion de los recursos hidricos ha
llevado a grandes avances en la tecnologia y en la gestion agricola para limitar sus impactos
negativos, favorecer el desarrollo socioeconémico y promover la conservacion de los recursos
naturales. Esta comunicacion se refiere a un estudio de monitoreo de la calidad
microbiologica del agua en el agroecosistema arrocero del Baixo Mondego, Centro de
Portugal, en el marco del proyecto PROMEDRICE (www.promedrice.org). Los indicadores
de calidad microbiana fueron los recuentos de coliformes totales (CT), coliformes fecales
(CF), enterococos fecales (EF) y Enterobacteriaceae resistentes a la ampicilina (E-Ampr)
realizados segin métodos analiticos de referencia. Los resultados muestran que el agua de
riego de las diversas parcelas contenia una elevada carga microbiologica. El agroecosistema
del arroz tuvo un impacto beneficioso en la carga de CT, CF y EF del agua de drenaje, con
una disminucién de dos d6rdenes de magnitud entre los valores de estos recuentos en las
entradas y en las salidas de los arrozales. Sin embargo, los recuentos de E-Ampr aumentaron
en el suelo del arrozal debido a la especificidad de este ecosistema de zonas humedas y a la
actividad de la vida silvestre. Este estudio evalué los riesgos de contaminacion
microbioldgica del agua de riego y el efecto beneficioso del agroecosistema del arroz en su
control, particularmente la contaminacién microbiologica de los agricultores o de los
problemas ambientales, proporcionando informacidn para apoyar la gestion del agua y mitigar

estos problemas.
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INTRODUCCION

El desarrollo, la sostenibilidad y la competitividad empresarial de la agricultura
portuguesa dependen fuertemente del riego (SILVA, 2018). A su vez, los cambios globales
llevan a una disminucion de los recursos hidricos disponibles (SORDO-WARD et al., 2019),
lo que implica que el ahorro de agua es estratégico para el desarrollo de la agricultura. La
gestion de los perimetros hidroagricolas con origen superficial tiene caracteristicas
especificas, especialmente si hay reutilizacion de agua de drenaje, como ocurre en el
Aprovechamiento Hidroagricola del Baixo Mondego (AHBM), generando preocupaciones de
seguridad (DATTA et al., 2017). Por ello, es importante monitorear la calidad microbiolégica
del agua para obtener informacion para su gestion racional, reducir los riesgos ambientales y

de salud publica (LENTON et al., 2014).

Los coliformes fecales, como la Escherichia coli, encontrada principalmente en el
intestino de humanos y animales de sangre caliente, se utiliza como indicador de la calidad
microbiologica del agua. Estas bacterias, indicadoras de contaminacion fecal y, por lo tanto,
de la supuesta presencia de microorganismos patdogenos, son relevantes debido a las
enfermedades de transmision hidrica (condiciones de saneamiento y calidad del agua potable),
asi como en la evaluacion de los impactos ambientales causados por la accidon antropoldgica.
Dado que los recursos hidricos pueden verse afectados por diversas actividades desarrolladas
en las cuencas hidrograficas, es importante estudiar la calidad del agua que entra en un
sistema y es devuelta al medio hidrico después de su uso. Ademas, existe una preocupacion
global emergente relacionada con la salud y la resistencia a los antibidticos (AB),
involucrando la transferencia de genes y bacterias entre humanos, animales y medio ambiente.
Los eventos de transmision de cepas resistentes a los AB son comunes; por lo tanto, es crucial
cuantificar las vias e identificar los sumideros y los cuellos de botella para la transmision
ambiental, para gestionar este problema (LARSSON et al., 2022). Este estudio de caso en
agroecosistemas en el Centro de Portugal tiene como objetivo evaluar el impacto de la

actividad arrocera en la calidad microbiologica del agua.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizd en el AHBM, ubicado en la parte baja de la cuenca hidrografica del
Rio Mondego, en el Centro de Portugal, aguas abajo del Azud de Coimbra. Este valle recibe

agua superficial del Rio Mondego y contribuciones de varios cursos de agua afluentes en
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ambas margenes, zonas donde se cultiva arroz, correspondiendo a alrededor del 45% del area

Riegoda del AHBM (GONCALVES et al., 2022).

El estudio se realizd6 durante las campanas agricolas de 2023 y 2024 en cuatro
explotaciones arroceras de productores locales (AM, QF, QC, QA) ubicadas en el Baixo
Mondego (BM), en la parte baja del AHBM (Figura 1). Los criterios de seleccion de estos
arrozales atendieron a la mejor representatividad de las caracteristicas del suelo, del riego y de
las précticas culturales adoptadas en la produccioén de arroz, para considerar la variabilidad

espacial existente en el valle.

Figura 1. Areas de arroz del Baixo Mondego, sefialadas con una linea roja (fuente: Google maps, 2024) y
ubicacion de los campos experimentales (rojo): AM, QF, QC, QA.

Los sitios de muestreo se concentraron en las entradas y salidas de cuatro fincas y sus
respectivos arrozales, para evaluar el impacto de la actividad arrocera en la calidad del agua
drenada. La metodologia de monitoreo de la calidad del agua de las redes de riego y drenaje
sigui6 las directrices publicadas (LOTHROP et al., 2018). El muestreo se realizo en los meses
de julio y agosto, periodo de sequia, cuando ocurren los caudales mas bajos en las lineas de
agua. Las muestras de agua se recolectaron en botellas de plastico estériles y se mantuvieron a
4°C hasta el procesamiento microbiologico, realizado hasta cuatro horas después de la
recoleccion. El analisis microbiologico incluyd la enumeracion de Coliformes Totales (CT),
Coliformes Fecales (CF) y Enterococos Fecales (EF) mediante el método de dilucion con la
técnica de fermentacion en tubos multiples, segun los métodos analiticos de referencia (DL
236, 1998); (DL 306, 2007).

El recuento de Enterobacteriaceae resistentes a la ampicilina (E-Ampr) en las muestras

de agua se realizd mediante la técnica de filtraciéon por membrana (AMADOR et al., 2015).
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Los antibiogramas se realizaron directamente al cultivo mixto de los aislados, utilizando

pruebas directas de susceptibilidad antimicrobiana (ZEBOUH ef al., 2008). La caracterizacion

fenotipica se realiz6 para trece AB, representativos de las clases mas utilizadas en la medicina

humana y en la ganaderia en Portugal (AMADOR et al., 2015). El método de difusion en

disco de Kirby-Bauer se realiz6 de acuerdo con las directrices para pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana definidas por el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). La

resistencia se registr6 como cualquier crecimiento hasta el borde del disco de AB, mientras

que la sensibilidad se defini6 como una zona de inhibiciéon completa para todos los taxones

bacterianos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Indicadores microbioldgicos de la calidad del agua

El analisis de la calidad microbioldgica del agua, evaluada mediante la enumeracion de

grupos de indicadores en las principales entradas y salidas de cada campo de ensayo (Figura

2), muestra el efecto de la arroceria en la calidad del agua a su salida.
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Figura 2. Valores medios de los recuentos (y desviacion estandar) de Coliformes Totales (=), Coliformes Fecales
(m), Enterococos Fecales (=), expresados en NMP/100mL, e Indice Fecal (@) en el agua de riego, del canteiro y
de la drenaje, aguas arriba (M) y aguas abajo (J) en: (a) AM, (b) QF, (c) QC, (d) QA.
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Los CT estan muy difundidos, alcanzando medias por encima de los 1900 NMP/100 mL
en todos los sitios muestreados, sin diferencias significativas entre los recuentos de agua de
riego y de drenaje. Estos valores se situan entre el maximo recomendado en la legislacion
(500 NMP/100mL) y el méximo admisible (10.000 NMP/100mL) para fines balnearios (DL
236, 1998). No existe regulacion especifica para las aguas de drenaje agricola respecto a este

parametro, pero la proximidad de la Playa de Figueira da Foz justifica esta preocupacion.

Los recuentos de CF (Figura 2) en las muestras de agua de riego de los arrozales de AM
estan por encima de los 100 NMP/100 mL, incumpliendo los objetivos ambientales de calidad
establecidos (DL 236, 1998). Esta elevada concentracion de CF en el agua disponible para el
riego del arroz se explica por la contaminacion aguas arriba del area del arrozal, de fuente no
identificada. Valores medios de CF elevados también se registraron en las muestras de drenaje
(300 NMP/100 mL). Los recuentos de CF en el riego son significativamente mas elevados
que en las muestras de agua del canteiro en QA (90%). Este hecho puede explicarse por el
efecto del suelo en la reduccion del nimero de este grupo (TAPIAS et al., 1997). Estos
resultados estan de acuerdo con los de FRIZZO et al. (2012), que demuestran el potencial de
los agroecosistemas arroceros de Brasil para circular los nutrientes, resultando asi en una

menor concentracion de estos agentes microbianos en el agua de drenaje que en la de riego.

El estdndar de calidad establecido para el agua de riego se refiere a los requisitos de
calidad para la reutilizacion de aguas residuales urbanas tratadas en el riego de areas
agricolas, forestales, ornamentales, viveros, céspedes y otros espacios verdes (IPQ, 2006). En
cuanto a los requisitos de calidad microbiologica, esta norma (RICART et al., 2019) tuvo en
cuenta la utilizacion de cultivos de Riegodio (por ejemplo, para consumo humano o animal, o
cultivos industriales) y el respectivo método de riego aplicado, que es menos restrictivo y mas
flexible que el establecido en la legislacion portuguesa (DL 236, 1998). Segun (MONTE y
ALBUQUERQUE (2010)], esta legislacion portuguesa es muy exigente ya que el agua de la
mayoria de los rios no presenta CF por debajo de los 100 NMP/100 mL.

El analisis del indice Fecal (GERBA et al., 2013) revela que en las muestras del agua de
drenaje de AM, y de riego de QF existen indicios de contaminacién fecal de origen humano,

mientras que la de los canteiros evidencia la influencia del efecto de la vida silvestre.
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Enterobacteriaceae resistentes a la ampicilina

Las medias de los recuentos de E-Ampr revelaron una elevada variabilidad entre los
sitios de muestreo y el tipo de muestra (Figura 3). Los recuentos medios mas elevados se
encontraron en muestras recolectadas en AM y QA. Se verificé un aumento de un orden de
magnitud entre los recuentos en el agua de riego y en la de los canteiros, lo que puede
explicarse por el efecto de las descargas de aguas de drenaje de otras fuentes, aguas abajo de
los arrozales, con elevadas concentraciones de E-Ampr. A pesar de esta elevada variabilidad
dentro de cada sitio, no se verifico un aumento, y con excepcion de QC, incluso ocurrié una
reduccion media entre los recuentos de Ampr en el agua de riego y en la respectiva drenaje en

AM.
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Figura 3. Valores medios de los recuentos de Ampr de Enterobacteriaceae, expresados en cfu/mL (y desviacion
estandar) en las muestras del agua de riego, canteiro de la drenaje, aguas arriba (M) y aguas abajo (J) de: AM

(), QF (3, QC (*), QA (%)

La carga microbioldgica proveniente de estiércol introducido directamente en el suelo en
determinadas areas del BM, utilizado en otras culturas, convierte el riesgo microbioldgico
emergente, posiblemente debido a la presencia de genes de resistencia AB (AMADOR et al,
2019). Estos resultados demuestran que las Buenas Practicas Agricolas deben ser observadas
en términos de manejo del estiércol y del purin (RICART et al., 2019). La actividad pecuaria
intensiva debe compostar totalmente estos residuos antes de ser incorporados en el suelo,

principalmente para la produccion de maiz y pastos.

En los sitios AM, QF y QC se registraron valores significativamente mas elevados de
recuentos de E-Ampr en el agua de los canteiros que en la de riego, pero en la de drenaje los
recuentos disminuyen significativamente, lo que puede explicarse por el efecto del suelo en la

reduccion del namero de Enterobacteriaceae (TAPIAS, 1997).



Encuentro Técnico de Riego en Agricultura — Brasil/Uruguay

Un aspecto critico adicional asociado a los contaminantes fecales es la resistencia
frecuente a los AB encontrados en los sistemas acudticos, particularmente a los B-lactamicos
(ej. ampicilina), colocando la calidad del agua y la salud publica en una situacion critica. La
identificacion de situaciones de riesgo de contaminacién microbioldgica en las aguas de riego
del BM, cuya principal responsabilidad es externa, exige medidas de precaucion especiales,

particularmente en lo que respecta a la seguridad de los agricultores y de los consumidores.

Caracterizacion fenotipica de la resistencia a los antibiéticos

Los aislados de Enterobacteriaceae presentaron una elevada resistencia a la mayoria de
los AB testados (Figura 4). Entre los [B-lactamicos, las penicilinas (amoxicilina/acido
clavuldnico), las cefalosporinas de 3 generacion (CAZ y CTX), el monobactdmico aztreonam
(ATM), el carbapenemo (MEM) seguidos de la cefalosporina de segunda generacion (FOX)
fueron los AB para los cuales se encontraron mas resistencias. En relacion a las clases de AB
no-B-lactdmicos, se observd un mayor porcentaje de aislados resistentes al cloranfenicol
(CHL) y a las sulfonamidas (SXT) seguido de la tetraciclina (TET). Este resultado puede
explicarse por el uso intensivo de esta clase de AB durante muchos afios en la medicina

veterinaria y en la produccion animal intensiva en la Region (AMADOR et al., 2017)

Los patrones de resistencia a AB de la globalidad de las muestras no revelaron
diferencias significativas entre la prevalencia en el agua a la entrada y a la salida de los
arrozales. Las muestras de agua de drenaje de los canteiros presentaron un 100% de
resistencia a AMC, CAZ, ATM, CHL y SXT, con igual porcentaje que la respectiva agua de
riego. Las mayores reducciones en los porcentajes de resistencias a los AB entre las muestras
del agua de riego y de drenaje se detectaron para los siguientes AB FOX, CTX, CPO y CIP.

En cambio, los mayores aumentos de estos valores se registraron para IPM, GEN y TET.
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Nove AB f-lactamicos: Cinco AB néao-B-lactamicos:

ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL),
amoxicilina/acido tetraciclina (TET),
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GEN cefotaxima (CTX), ciprofloxacina (CIP).
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MERS 1IPRA P ( :
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Figura 4. Frecuencia relativa de los patrones de resistencia a antibioticos de los aislados de Enferobacteriaceae
obtenidos a partir de todas las muestras recolectadas en 2024 de agua de riego
(®), de canteiro (®) y drenaje aguas arriba (&) y aguas abajo (X).

Los aislados de los arrozales presentaron porcentajes de resistencia relativa, tanto para los
B-lactdmicos como para los no-B-lactdmicos, idénticos o superiores en el agua de riego en
relacion a la de los canteiros. Sin embargo, en la drenaje estos valores son aiin mas elevados,
con excepcion del CTX. Una hipotesis explicativa de estos resultados reside en el hecho de
que, al ser reutilizada para riego, el agua de drenaje entra en un ciclo que permite la
acumulacién de microorganismos resistentes, favoreciendo la transferencia de genes de
resistencia a AB por recombinacion bacteriana. El aumento de las frecuencias de variacion
relativa de las resistencias a AB en el agua del suelo de los arrozales (Tabla 2), se debe
también posiblemente a las condiciones del ecosistema de produccion de arroz que facilitan la

transferencia del gen de resistencia a AB.

La elevada prevalencia de aislados resistentes a los B-lactamicos, especialmente a las
penicilinas y a las cefalosporinas de 2?, 3* y 4* generacion, se debe probablemente al uso y
abuso de esta clase de AB durante muchos afos en la ganaderia para el tratamiento de
infecciones y como promotor de crecimiento. La produccion pecuaria en el area alrededor del
AHBM explica posiblemente estas elevadas frecuencias de resistencia AB. Por un lado, los
animales de produccion son frecuentemente una importante fuente de microorganismos
patdgenos en el suelo y en las cuencas hidrograficas de los sistemas acuaticos (JAMIESON et
al.,2003) y, por otro, la actividad de ganaderia en la Region recurre a la administracion de AB

para fines veterinarios (BOGER et al., 2021).
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Tabela 2. Prevalencia de fenotipos de resistencia a las principales clases de antimicrobianos de las muestras.

Local | Tipo de muestra | Fenotipo de Resistencia
Riego PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, IPM, MEM, CHL, CIP. SXT, TET
AM Canteiro PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, MEM, CHL, SXT, TET
Drenaje montante PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, MEM, CHL, GEN, SXT, TET
Drenaje jusante PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, MEM, CHL, SXT, TET
Riego PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, CHL, SXT
QF Canteiro PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, IPM, MEM, CHL, SXT, TET
Drenaje montante PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, IPM, MEM, CHL, SXT, TET
Drenaje jusante PEN, CAZ, CPO, ATM, MEM, CHL, SXT
Riego PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, MEM, CHL, SXT, TET
c Canteiro PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, IPM, MEM, CHL, SXT, TET
Q Drenaje montante PEN, AMC, CTX, CAZ, CPO, ATM, IPM, MEM, CHL, SXT, TET
Drenaje jusante PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, MEM, CHL, GEN, SXT, TET
Riego PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, MEM, CHL, SXT, TET
0A Canteiro PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, MEM, CHL
Drenaje montante PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, MEM, CHL, CIP, SXT, TET
Drenaje jusante PEN, AMC, FOX, CTX, CAZ, CPO, ATM, MEM, CHL, SXT, TET

AB: Diez -lactdmicos: penicilina (PEN), ampicilina (AMP), amoxicilina/acido clavulanico (AMC), cefoxitina
(FOX), ceftazidima (CAZ), cefotaxima (CTX), cefpiroma (CPO), aztreonam (ATM), imipenem (IPM),
meropenem (MEM) y cinco no B-lactamicos: cloranfenicol (CHL), tetraciclina (TET), gentamicina (GEN),
sulfametoxazol (SXT) y ciprofloxacina (CIP).

Frente a los resultados obtenidos en este estudio, corresponde a la Asociacion de
Riegontes y a los agricultores adaptar el modo de funcionamiento y las tecnologias para
minimizar los impactos negativos del uso del agua en la conservacion de la calidad de los
recursos hidricos. El monitoreo de la calidad del agua en el perimetro de riego es fundamental
para conocer la realidad local a lo largo del tiempo y permitir que los ajustes sean lo mas
eficaces posible (LOTHROP et al., 2018; BOGER et al., 2021; STINE et al., 2005; Winfield
et al., 2003) asi como informar a los agricultores sobre precauciones especiales y areas de

seguridad donde la contaminacion microbioldgica presenta mayor riesgo (CAMEIRA et al.,

2020).

CONCLUSIONES

En relacion a los indicadores de la legislacion sobre el agua de riego, en este caso
utilizada en sistema de canteiro en cuencas de nivel, se concluy6 que las enumeraciones de
coliformes totales en el agua de drenaje superficial son superiores a las del agua de riego de
los canales de distribucion. A su vez, el agua superficial del canteiro tiene un recuento de
coliformes fecales menor que el agua de riego y de drenaje aguas abajo. Esta presenta valores

mas elevados que en la drenaje aguas arriba, en tres de los cuatro casos de estudio, situacion
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que requiere continuidad de monitoreo para la comprension del fenomeno. Por el contrario,

los recuentos de enterococos fecales aumentaron dentro del canteiro en relacion al agua de

riego. Este analisis de la calidad microbioldgica de las muestras de agua de riego y de drenaje

aguas arriba revela fuentes de contaminacion externa a los campos de arroz.

En relacion al andlisis de resistencia AB, se revelo la situacion opuesta en relacion

al

analisis microbioldgico de los parametros legislados. La enumeracion de Enterobacteriaceae

resistentes a la ampicilina permanece idéntica o aumenta en las salidas en comparacién con

las entradas. Los fenotipos de resistencia AB a todos los 13 AB analizados estan ampliamente

diseminados en estos agroecosistemas y también son altamente prevalentes en muestras

recolectadas de entradas y salidas. La frecuente resistencia a los AB encontrada en estos

sistemas acudticos, particularmente a los de la clase de los B-lactdmicos, es un punto critico,

que puede poner en riesgo la calidad del agua y la salud publica.
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