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RESUMEN

Se sabe que el uso de aguas recreacionales camioacion fecal incrementa el riesgo de enfermesiah la
poblacion. El volcado indiscriminado de liquidosadales en las costas de Comodoro Rivadavia, iewtlgylos de
los hospitales, hace que muchas de sus playasieegtas, aunque igualmente estas son usadaa poblacion.
Este trabajo tuvo como objetivos la busqueda ddehias resistentes a antibidticos: ampicilina, tefna,
ceftazidima, clindamicina, gentamicina, imipenengropenem y vancomicina, en el vertido de liquidbacal en
la playa de Km 8. Se utilizaron medios de cultivan dos antibiéticos probados y se aislaron nueygase
identificadas por FAMEs (Sherlock 6.0) y métodasgiimicos. Se obtuvieron cuatro cefiaserococcus faecalis
cuatro cepaProteus mirabilis y dos cepaStreptococcus mitidas cuales fueron todas resistentes a ampicilina 7
ug/mL, imipenem 40 ug/mL y meropenem 40 ug/mL. éspuesta de las cepas a los demas antibiéticoagosb
resulto variable.
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ABSTRACT

It is known that the use of recreational watersfémal contamination increases the risk of diséaskee population.
The indiscriminate dumping of sewage into the coastComodoro Rivadavia, including hospitals, me#rat
many of its beaches are unfit, but also these aeel by the population. This study aimed to seaochbécteria
resistant to antibiotics: ampicillin, cefotaximesftazidime, clindamycin, gentamicin, imipenem, npEeem and
vancomycin, in the discharge of sewage water orbdarh at Km 8. Media with antibiotics were used arere
isolated nine strains tested, identified by FAMEhdrlock 6.0) and biochemical methods. Were obtaiogr
strainsEnterococcus faecalifour strainsProteus mirabilisand two strainsStreptococcus mitiswhich were all
resistant to ampicillin 70 ug / mL, imipenem 40 umL meropenem and 40 ug / mL. The response oinstta
other antibiotics tested was variable.

Keywords: Resistance, antibiotics, seawater, environment.
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INTRODUCCION

El uso indiscriminado de los antimicrobianos
ejerce una fuerte presién selectiva entre las baste
lo que trae consigo la seleccion y diseminacion de
genes resistentes a los antimicrobianos, con mayor
intensidad en los hospitales, y en los efluentes qu
estos tiran y que terminan en las playas de laadiud
con poco o ningun tratamiento pudiendo ser un
reservorio importante de bacterias que presentan
resistencia a diferentes antibidticos. Diverso®rst
hacen mencion a microorganismos del género
Enterococcus(Blanch et al, 2003; Vilanova et al,
2002; Torres et al, 1994) que se en hallan
frecuénteme en lugar con contaminacién por aguas
negras $treitenberger y Baldini, 201GBilva et al,
2005. Los enterococos forman parte de la flora
normal del tracto gastrointestinal humano y animal
(Blaimont et al, 1995; Devriese y Cruz Cloqualet
1992; Devrise y Laurier et al, 1992; Dutka y Kwan,
1978; Kibbey et al, 1978), también son uno de
patégenos nosocomiales, en claro ascenso durante la
Ultimas décadas. La especie aislada con mayor
frecuencia es Enterococcus faecalis (80-90%)
(Facklam et al, 1999).

El géneroEnterococcusconstituye un problema
importante para la salud publica por su resistencia
intrinseca a numerosos antibidticos de uso comdn en
la practica clinica y su habilidad para adquirir
resistencia, por mutaciones o a través de tramsfiere
de plasmidos o transposones (Quifionez, 2001;
Centinkaya et al, 2000; Morrison et al, 1997).

En Argentina se viene trabajando hace ya algunos
afios en el estudio del fenémeno de la resistencia
bacteriana en el diagnostico de enfermedades
infecciosas y su control. Sin embargo, existen
escasos reportes de la susceptibilidad a los
antimicrobianos en bacterias aisladas del medio
ambiente (Junco Diaz et al, 2006)

En Comodoro Rivadavia, no existen estudios
publicados sobre la presencia de bacterias ret@sten
del géneroProteus, Enterococcusy Streptococcus
aislados de las playas en donde se realizan las
descargas de aguas negras. El objetivo es la lilsque
de cepas bacterianas resistentes a antibiéticosejue
estan utilizando en el ambito de la clinica humana,
ampicilina, cefotaxima, ceftazidima, clindamicina,
gentamicina, imipenem, meropenem y vancomicina
en muestras extraidas del efluente que se vueltza en
playa de Km 8.

MATERIAL Y METODOS

Toma de muestra

Las muestras de agua de mar fueron tomadas
durante el mes de agosto de 2013. La extraccion se
realizd en una playa ubicada en la zona de Km 8 de
Comodoro Rivadavia, de una fuente sub-superficial
donde se vierten aguas residuales; incluidas las qu
provienen del Hospital Militar. Se tomaron 4 litrds

muestra, respetando 30 cm de profundidad, en sen-
tido contrario a la corriente y en un area no mery c
cana a la orilla. El resultante se conservo enllaste

de vidrio color caramelo estéril, se homogeneiz6 y
procesd en un lapso menos a 6 horas. El resto se
almacen¢ a 4°C.

Analisis microbiolégico

Se realiz6 una prueba de presencia-ausencia. Se
colocé un in6culo de 100 ml de muestra en 100 ml de
caldo tripteina soya TSC (Tripteina 17 g/L, peptona
de soya 3 g/L, cloruro de sodio 5 g/L, fosfato d#po
sico 2,5 g/L, glucosa 2,5 g/L) doble concentracem,
botellas de 500 ml de capacidad, para facilitar su
homogeneizacién esterilizados en autoclave 15 minu-
tos a 121°C. Se afadi6 a los medios estériles los
siguientes antibidticos en concentracion final: amp
cilina (35 ug/ml), cefotaxima (35 ug/ml), ceftdizi
ma (35 ug/ml), clindamicina (15 ug/ml), gentamici
na (10 ug/ml), imipenem (20 ug/ml), meropenem (20
ug/ml) y vancomicina (35 ug/ml), considerando el
doble de la CIM (Garcia Martos et al, 1997);
incubados a 37°C durante 72 horas.

Para el aislamiento y purificacion se utilizé la
técnica de diseminacién en superficie empleando
diluciones seriadas con solucion fisiolgica, emlime
sélido tripteina soya agar TSA (Tripteina 17 g/L,
peptona de soya 3 g/L, cloruro de sodio 5 g/L,dtusf
dipotasico 2,5 g/L, glucosa 2,5 g/L, agar agar /L5 g
aumentando al doble la concentracién de antibigtico
ampicilina (70 ug/ml), cefotaxima (70 ug/ml), teef
zidima (70 ug/ml), clindamicina (30 ug/ml), genta
micina (20 ug/ml), imipenem (40 ug/ml), meropenem
(40 ug/ml) y vancomicina (70 ug/ml); incubados a
37°C durante 72 horas.

Se utiliz6 como control positivo del crecimiento:
medio sélido tripteina soya agar sin antibiético.

Seleccidn y aislamiento de cepas bacterianas

Como criterio para seleccionar los cultivos a
estudiar, se tomé el de aislar, a partir de lasgslale
recuento, todas las cepas que se observaron foomand
colonias aisladas. Las cepas seleccionadas fueron
aisladas hasta cultivo puro con sucesivos repignes
medio soélido agar nutritivo (pluripeptona 5 g/L,
extracto de carne 3 g/L, cloruro de sodio 8 g/larag
agar 15 g/L). En todos los ensayos se incluyo e ce
deE faecalisATCC 29212 como control.

La identificacion se realiz6 por metil ésteres de
acidos grasos (FAME) mediante tratamiento de 40
mg de masa celular crecida en la tercera estrinde
cultivo en medio tripteina soya agar glucosado TSBA
(tripteina 15 g/L, peptona de soya 5 g/L, clorudis
co 5 g/L, glucosa 5 g/L, agar agar 15 g/L) de 2¢ako
efectuando una saponificacion con alcohol metilico-
hidroxido sédico-agua (150mL:45 g:150 mL) seguida
de una metilacion con acido clorhidrico 6N y aldoho
metilico (325 mL:275 mL) y a continuacion una
extraccion con n-hexano-metil térbutil éter (1:1) y
lavado con hidréxido de sodio-agua (10,8 g-900 mL).
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Las muestras fueron procesadas por triplicado y se
almacenaron a -20°C hasta realizar la cromatografia
correspondiente. Los &cidos grasos obtenidos se
determinaron como metil ésteres (FAME) por
cromatografia gaseosa, utilizando una columna
capilar Ultra2 de 25m de longitud y 0,2mm de
diametro. El andlisis se llevd a cabo con un
cromatografo HP 6890 serie Il GC (inyeccion
splitless; presiéon inicial 10 psi; programa de
temperatura: 170-250°C a 5°C.mjr260-310°C a 40
°C.min%, 1,5 min de permanencia a 310°C, detector
por ionizacién de llama) controlado por Chemstation
10,0x (Hewlett Packard). La integracion se realizd
segun el sistema MIDI Sherlock version 6.0

A las bacterias no identificadas por el sistema se
les realizaron pruebas metabdlicas (Koneman vy
Allen, 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron cuatro cepas resistentesEde
faecalis.E1 se aislo de medio TSA con imipenem, E2
se aislé de medio TSA con gentamicina, E3 se aislo
de TSA con meropenem y E4 se aisl6 de medio TSA
con ampicilina. Por otra parte, se identificaroatool
cepas resistentes @emirabilis P1 se aisl6 de medio
TSA con imipenem, P2 se aisl6 de medio TSA con
vancomicina, P3 se aislé de medio TSA con
ampicilina y P4 se aisl6 de medio TSA con
ceftazidima y 2 cepas resistentes Slemitis S1 se
aislé de medio TSA con meropenem y S2 se aislé de
medio TSA con cefotaxima (Tabla 1).

Los antibiéticos probados poseen distintas
estructuras quimicas y ejercen su efecto por thstin
mecanismos de accion celular. En cuanto al espectro
de accion ampicilina, cefotaxima, ceftazidima, gent
micina, imipenem y meropenem poseen un amplio
espectro, es decir, son capaces de atacar microor-
ganismos grampositivos y gramnegativos. Vancomi-
cina posee un espectro reducido contra microorga-
nismos grampositivos y clindamicina posee un
espectro aln mas reducido contra microorganismos
grampositivos del génef@treptococcusentre otros.

Las diez cepas identificad&s faecalis(E1, E2, E3 y

Tabla 1. Respuesta de las cepas identificadas a los antitsdrobados. El
simbolo + indica resistencia positiva.

E4), P. mirabilis (P1, P2, P3 y P4g. mitis(S1 y S2)
resultaron resistentes a ampicilina 70 ug/mL. Este
hallazgo, coincide con Junco Diaz et al, 2006; muie
también encontr6 cepas d&e faecalisresistentes.
Esta resistencia se relaciona con una alteracidasde
proteinas fijadoras de penicilina, principalmelate
PBP (Rice, 2001; Ligotzzi et al, 1995) La infor-
macion genética de estas proteinas se encuentra
codificada en el genoma bacteriano y no en
plasmidos; sin embargo, elementos que regulan la
expresion de esos genes si puede ser codificadia en
plasmido (Vignoli y Seija, 2007).

Ademas, las diez cepas identificadas resultaron
resistentes a los antibioticos imipenem 40 ug/mL y
meropenem 40 ug/mL. Los microorganismos resis-
tentes a carbapenems requieren de la combinacion de
varios mecanismos de resistencia; la produccién de
enzimas beta lactamasas, principalmente AmpC y
carbapenemasas; y la pérdida de porinas que provo-
can la disminucion de la permeabilidad de la mem-
brana externa del microorganismo. Las enzimas beta
lactamasas tipo AmpC presentan baja afinidad a los
carbapenem; sin embargo, cuando la enzima se
produce en exceso Y la bacteria cierra porindsajia
cantidad del antibiético presente en el espacio
periplasmatico permite que la enzima hidrolice al
antibiético y se registre resistencia a los carbape
(Suarez et al, 2011; Livermore, 2002; Bradfordlet a
1997; Lee et al, 1991).

Las cuatro cepas identificadasfaecalis(E1, E2,

E3 y E4), dos cepds. mitis(S1 y S2) y solo una cepa
P. mirabilis (P4) resultaron resistentes a ceftazidima
70 ug/mL. En cambio, cuatro cephs faecalis(E1,

E2, E3y E4) y dos cep& mitis(S1 y S2) resultaron
resistentes a cefotaxima 70 ug/mL. Los microorganis
mos resistentes a las cefalosporinas de tercem gen
racion producen principalmente enzimas beta lacta-
masas, seguido por alteracién de la permeabilidad.
inactivacién enzimatica se produce en el proceso de
transporte del antibiético hacia el interior deddula
para alcanzar el ribosoma.

Los microorganismos el génerBnterococcus
poseen una resistencia intrinseca frente al atitibio
clindamicina. Este antibiético posee un espectro
reducido actuando sobre
microorganismos grampo-
sitivos del génerdstrepto-
coccus Solo una cepes.
mitis (S2) resulté resistente

E. faecalis P. mirabilis S. mitis 3 clindamicina 30 ug/mL.

El E2 E3 E4 P1 P2 P3 B4 S1 S2 Hay una prevalencia
Ampicilina 70ug/mL| + + + + |+ + 4+ 4| 4+ + creciente de la resistencia
Cefotaxima 70ug/mL| + + + + + +  frente a determinados
Ceftazidima 70ug/mL| + + + + 1+ +  agentes antimicrobianos,
Clindamicina 30 ug/my + + + +| + + + 4 +  como clindamicina por
Gentamicina 20 ug/mi  +  + + o+ o+ diferentes mecanismos en
Imipenem 40ug/my + + + 4+ + + + 4 + +  gtreptococcus del grupo
Meropenem 40ug/mli + + + 4+ + + + + + +  \yjjdans fundamentalmen-
Vancomicina 70 ug/mL + + + + 4 *  te del mitis(Prieto Prieto y

Calvo, 2004). EB. mitises
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un microorganismo integrante de la flora normal
bucal, que se adhiere, tanto a los dientes conas a |
mucosas, siendo posible la transferencia de gemes d
resistencia a patdgenos respiratorios, cor8o
pneumoniadVerolo et a 2010).

Las cuatro cepaB. mirabilis (P1, P2, P3y P4) y
solo dos cepaf. faecalis (E1 y E2) resultaron
resistentes al antibidtico gentamicina 20 ug/mL. La
resistencia a la gentamicina puede deberse a alte-
raciones de la permeabilidad, ya que los aminoglu-
coésidos ingresan al microorganismo por un meca-
nismo complejo que implica la adherencia a molé-
culas de carga negativa, y luego se produce ladantr
al espacio periplasmico del antibiético; a difeianc
del trabajo de Junco Diaz et al, 2006; que no hall6
cepas dé&. faecalisresistentes.

Una sola cep&. faecalis(E1l) y una sola cep&.
mitis (S2) resultaron resistentes al antibidtico
vancomicina 70 ug/mL. Estos resultados coinciden
con el trabajo de Junco Diaz et al, 2006; Tejedor
Junco et al, 2001; en el hallazgo de cepas delrgéne
Enterococcugesistentes y difieren con el trabajo de
Ronconi y Merino, 2004. El antibiético vancomicina
posee un espectro de accién reducido, actia sobre
microorganismos grampositivos. En cambio, los
microorganismos gramnegativos poseen una resis-
tencia intrinseca. La vancomicina interactia con el
Grupo C terminal D-ala-D-ala de los precursores del
peptidoglicano impidiendo la sintesis de la pared
celular, por inhibicién estérica y por bloqueo siéib
de accién de las reacciones de transglicosilacion y
transpeptidacion, respectivamente. Aquellos mieroor
ganismos grampositivos que resultan ser resistentes
frente a la accién de la vancomicina poseen meca-
nismos de resistencia mediada por plasmidos transmi
sibles. Los precursores del peptidoglicano terminan
en D-ala-D-lac o D-ala-D-ser en lugar de D-ala-D-
ala. La resistencia a glicopéptidos en bacterids de
géneroEnterococcusse atribuye a cuatro fenotipos:
VAN A con alto niveles de resistencia inducible a
vancomicina (64 - >1000 pg/ml) y teicoplanina (16 —
512 pg/ml), VAN B, que corresponden a cepas resis-
tentes a vancomicina (4 — 1000 pg/ml) pero serssible
a teicoplanina (0,5 — 1 pg/ml), VAN C que presenta
bajos niveles de resistencia a vancomicina (2 — 32
pa/ml) y sensibilidad a teicoplanina (0,5 — 1 pd)/m
y VAN D, que expresa una resistencia de nivel medio
a vancomicina (16 - 256ug /ml) y teicoplanina (2-
32ug /ml) (Ronconi y Merino, 2004; Ceriana et al,
1998).

CONCLUSIONES

Las cepas aisladas dRroteus mirabilis Entero-
coccus faecalisy Streptococcus mitisresultaron
resistentes a los antibiéticos ampicilina (70 ug/ymL
imipenem (40 ug/mL) y meropenem (40 ug/mL). La
respuesta de las cepas a los demas antibiéticos
probados resulté variable. Estos nuevos conocimien-
tos sobre la resistencia bacteriana en cepas

ambientales en la regidn son Utiles para su mautor
y control.
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