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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue estudiar el perfil gensibilidad/resistencia frente a compuestos laet@rhicos y
quinolonas de aislados dEscherichia coliprocedentes de fuentes de agua de la provinci€ligsto, Argentina.
Las muestras de agua fueron tomadas de fuentedisiapes, profundas y de red de la Provincia deha€b. Como
técnica de enriquecimiento inicial se utilizd laugba de presencia/ausencia y la susceptibilidabiatidta se
estudié por el método de difusion en placas. SBBEemuestras de agua estudiadas, se obtuvieroaididmientos
de Escherichia coli de las cuales el 31,5% fue resistente a los cestps betalactamicos y el 1,8%, a las
quinolonas. Los hallazgos del presente trabajceseigique las bacterias de los ambientes acuatictzsProvincia
del Chaco pueden contribuir al problema globaladeliseminacién de la resistencia antibiética.

Palabras clave resistencia antimicrobiand&scherichia coliambientes acuaticosetalactamicos, quinolonas.
ABSTRACT

The aim of this work was to study the profile efisitivity/resistance to quinolones and beta-lactampounds
in Escherichia colisolated from water sources in the province of @hargentina. Water samples were taken from
surface and deep sources, and from drinking watevark of the Province of Chaco. The presence/alesarst was
used as initial enrichment technique and the atiibsusceptibilities were studied by the diskfukfon method. A
total of 525 samples were studied and 114 isolafdSscherichia coliwere obtained, the 31,5% of these were
resistant to beta-lactam compounds and the 1,8% resistant to quinolones. The findings of thiskvauggest that
the bacteria present in the aquatic environmentseoprovince of Chaco may contribute to the glamaicern about
the antimicrobial resistance spreading.

Keywords: antimicrobial resistancezscherichia coliaquatic environments, beta-lactams, quinolones.

INTRODUCCION existe una excesiva prescripcion por parte del
personal de la salud o un uso indiscriminado por
La resistencia a los antimicrobianos es uno de los parte de poblacion en general [2, 3]. Asimismo, el
principales problemas de salud publica por la uso de estos compuestos en medicina veterinaria con
aparicion de una creciente poblacion de microor- fines terapéuticos o como promotores de tratamiento
ganismos resistentes como asi también nuevos contribuye a agravar el problema [4].
mecanismos de resistencia [1]. EI mayor incremento Ademas de las consecuencias para la salud
de bacterias resistentes se da en aquellos paisds d humana, otro aspecto importante es la contaminacién
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de las aguas superficiales y profundas con micesorg
nismos resistentes, genes codificadores de resiaten

y residuos de los antimicrobianos o sus metabolitos
[5, 6]. A diferencia de otros compuestos quimicos,
los antibidticos ejercen una accién directa sobee |
microorganismos presentes en los diferentes compar-
timentos acuaticos pudiendo actuar como contami-
nantes persistentes [7, 8].

La gran mayoria de los trabajos de vigilanciaade |
resistencia bacteriana se realizan a partir de gyggm
aislados de muestras clinicas. Sin embargo, también
se debe extender a bacterias recuperadas de nsuestra
ambientales con el objeto de evaluar su papel como
posible reservorio de genes codificadores de resis-
tencia y su capacidad para transferirlos horizental
mente a microorganismos patégenos humanos [7, 9].
Es por ello que la vigilancia es fundamental como
estrategia de contenciéon de la resistencia antimi-
crobiana a fin de detectar cambios en los patrdees
sensibilidad, implementar medidas de control del us
de antimicrobianos, prevenir la diseminacion de
cepas bacterianas (resistentes y multirresisterntes)
evaluar el impacto de las intervenciones.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el
perfil de sensibilidad/resistencia frente a commses
beta lactamicos y quinolonas de aislamientos de
Escherichia coliprovenientes de fuentes de agua de
la Provincia del Chaco (Argentina), debido a que la
deteccion y enumeracién de este organismo en forma
conjunta con los coliformes totalesRseudomonas
aeruginosa se utiliza para evaluarla calidad
microbiolégica del agua destinada al consumo
humano [10].

MATERIAL Y METODOS

Origen de las muestras

Se estudiaron muestras de agua procedentes de
fuentes superficiales, profundas y de red, segin la
siguiente distribucion:

- Sitios de obtencién de agua superficialR$os
Salado, Bermejito, Bermejo, Negro, Parana, Pa-
raguay, Teuco, Riacho Barranqueras, Arroyo Mala.
Lagunas EIl Tigre, Arguello, Francia, Prosperidad y
Colussi y Remanso Negro.

- Sitios de obtencién de agua subterraneas:
Perforaciones y pozos de Las Brefias, Paraje Puesta
Negra, Pampa Canton, Castelli, La Eduvigis,
Interfluvio Teuco-Bermejo, Paraje Toroltay, Paraje
Pozo del Toro, Quitilipi, Resistencia, General San
Martin, Saenz Pefa, Corzuela, Fortin Lavalle, La
Escondida, Machagai, Miraflores, Paraje Loro
Blanco, Puerto Bastiani, La Leonesa, Basalil,
Hermoso Campo, Plaza, Charata, General Vedia,
Villa Angela, La tigra, Tres Isletas, Santa Sylyina
Pampa del Infierno.

- Sitios de obtencion de aguas de (sd incluyen
tanques domiciliarios y cisternas): Saenz Pefia, La
Leonesa, Resistencia, General San Martin, Villa
Angela, Resistencia, El Sauzal, El Sauzalito, Qlgste

Tartagal, Fortin Belgrano, Quitilipi, Machagai, &or
Lavalle y Tres Pozos.

Obtencion de las muestras de agua

Las muestras se recogieron en botellas estériles de
250 ml. Segun el origen de la muestras, los
procedimientos empleados fueron los siguientes [11]

a) Agua de red: se abrié6 completamente el grifo y
se dej6é correr el agua durante 2 6 3 minutos;
posteriormente se flamed la boca del grifo antes de
realizar la toma de muestra. Como agente
neutralizante de desinfectantes se utilizo tiosulée
sodio (0,1 ml al 10%).

b) Fuentes superficiales: las muestras se tomaron
a una profundidad de 15-30 cm, en sentido contrari
de la corriente y a 1 metro de la orilla.

¢) En fuentes subterraneas se realiz6 el muestreo
la salida de las bombas usadas para su extrac@&in o
su ausencia, se tomo directamente del pozo utilizan
la botella esterilizada como lastre.

En todos los casos las muestras se mantuvieron
refrigeradas hasta su llegada al laboratorio dsade
realizd su procesamiento.

Cultivo e identificacion bioquimica deE. coli

Como técnica de enriquecimiento inicial p&a
coli se utilizé la prueba de presencia/ausencia,
agregando 50 ml de la muestra a una botella estéril
conteniendo igual volumen de caldo Mac Conkey al
doble de concentracién. Una vez inoculadas, las
botellas se incubaron a8%5°C y se inspeccionaron
a las 24 y 48 horas. A partir de las botellas srglse
se evidencié desarrollo bacteriano se resembr6 en
placas de Agar Eosina Azul de Metileno, las que se
incubaron a 350,5°C durante 24 horas. Los aisla-
mientos fueron tipificados por pruebas bioquimicas
clasicas [12].

Susceptibilidad antibiética

Se estudié por el método de difusién en placas
siguiendo los criterios establecidos por el Clihica
and Laboratory Standards Institute (CLSI) [13]. Los
antimicrobianos ensayados fueron ampicilina, ampi-
cilina/sulbactama, cefalotina y acido nalidixickn
el caso de detectarse resistencia a ampicilina y/o
cefalotina, los aislamientos se ensayaron frente a
cefoxitina, cefotaxima y ceftazidima. Los aislamien
tos resistentes al acido nalidixico se enfrentaron
posteriormente a ciprofloxacina.

Estudio de mecanismos de resistencia antibidtica

1.- En las cepas d&. coli que evidenciaron
sensibilidad disminuida o resistencia a cefalotea
realizé un cribado con placas conteniendo oxacilina
[14]. Para ello se prepararon sendas placas de
Mueller Hinton suplementadas con 2 yud/ml de
oxacilina (Sigma Inc. USA). Se prepararon las
suspensiones bacterianas en la escala 0,5 de
McFarland y se inocularon dos placas con cada una
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de las diferentes concentraciones de oxacilinaay un
placa sin antibiético para ser utilizada como aauintr
Finalmente se colocaron discos de cefalotina en las
tres placas. Como cepa control se utilizgd coli
ATCC 25922. Se consider6é como prueba positiva el
aumento en la zona de inhibicion de cefalotina eesd
la placa blanco hacia las placas con concentragione
crecientes de esta droga. Ante una prueba posiiva
consider6 una desrepresién parcial de la
betalactamasa de tipo AMP-C.

2.- En las cepas d& colique fueron resistentes a
ampicilina, ampicilina/sulbactama y cefalotina, se
realizd la deteccion d@- lactamasas de espectro
extendido (BLEE) por el método de difusién con
doble disco en placas de Miieller Hinton, segun las
recomendaciones de Famiglietti y col. [15].

3.- A fin de detectar la presencia de bombas de
expulsidn de tipo AcrAB, se suplementaron placas de
Mueller-Hinton con un inhibidor de la bomba de
eflujo (Phe-Argp-naphthylamide - Sigma) [16], se
inocularon las suspensiones bacterianas sobre las
placas con y sin inhibidor y se colocaron monodisco
de acido nalidixico y ciprofloxacina. Se compararon
en paralelo las zonas de inhibicion de ambas placas

Como cepa control se utilizé&. coli ATCC
25922. Ante una diferencia de mas de 5 mm entre
ambas placas se consider6 la presencia de una bomba
de eflujo tipo AcrAB.

RESULTADOS

Sobre un total de 525 muestras estudiadas se
recuperaron 114 aislamientosEecherichia coli 49
provenian de fuentes subterraneas, 44 de supkrficia
y 21 de red. De las 114 cepas estudiadas, 36%31,5
evidenciaron resistencia hacia compuestos betalacta
micos y 2 (1,8%) hacia quinolonas.

En cuatro aislamientos (3,5%) se observo
resistencia solamente a ampicilina, de las cuades d
provenian de fuentes subterraneas, 1 de red y la
restante de fuente superficial.

Seis aislamientos déschericha coli (5,3%),
fueron resistentes a ampicilina y cefalotina, 4likes
provenian de fuentes subterrdneas y 2,
superficiales.

En dos aislamientos (1,8%) se observé resistencia
combinada hacia ampicilina, ampicilina-sulbactama y
cefalotina. Al realizar en estas dos cepas el ensay
para detectar la presencia de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) ambas resultaron
negativas.

Finalmente, en 24 aislamientos, (21%), se observd
sensibilidad disminuida hacia cefalotina: 10 muestr
procedian de fuentes subterraneas, 6 de red y 8 de
fuentes superficiales.

En dos cepas (1,8%), una de fuente superficial y
la otra subterranea, se observé resistencia hadcia e
acido nalidixico. Al enfrentar estas cepas a cipro-
floxacina se comprobd que la de origen superficial

de

fue sensible mientras que el aislamiento de origen
subterrdneo también era resistente hacia esta
quinolona, arrojando negativa la prueba de bomba de
expulsion.

DISCUSION

En el presente trabajo se determind que el 67% de
las cepas d&. coli estudiadas se corresponden con
fenotipos silvestres, ya que no evidenciaron
resistencia hacia ninguno de los antimicrobianos
ensayados, mientras que el resto fueron resistente
uno, dos o tres antibiéticos.

E. coli posee la enzima AMP-C de forma
constitutiva no inducible y habitualmente con un
minimo de expresién, que no confiere resistencia
hacia los compuestos betalactamicos [17], pero ésta
puede manifestarse ante la desrepresion de la @nzim
La adquisicion de betalactamasas plasmidicas de
espectro ampliado (BLEA) como TEM-1, TEM-2 y
SHV-1, son las responsables de la resistencia hacia
ampicilina y amoxicilina, pero las cepas portadoras
de estas enzimas mantienen su sensibilidad hacia la
cefalosporinas, carbapenemes y monobactamas. El
aumento de la produccién de BLEA en la célula
bacteriana determina la resistencia hacia las
cefalosporinas de 12 y 22 generacién excepto hacia
cefoxitina [15, 18].

En cuatro de los aislamientos se observo
resistencia solamente hacia ampicilina, mientras qu
en seis hacia ampicilina y cefalotina. Estos ferusti
de resistencia estan relacionados con la preseecia
B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA) sin estar
afectada la sensibilidad frente a cefoxitina. La
sensibilidad/resistencia de las cepas hacia etsteol
compuesto permite diferenciar las cepas que poseen
BLEA de las hiperproductoras de AMP-C que son
resistentes a este antibidtico.

En la Argentina es frecuente el aislamiento de
cepas dé. coli de origen hospitalario que producen
B-lactamasas de espectro ampliado, mayoritariamente
TEM-1, y dependiendo del nivel de produccién de
esta enzima se observara diferentes fenotipos de
resistencia [15].

En dos cepas se observo la resistencia combinada
a ampicilina, ampicilina—sulbactama y cefalotina,
manteniéndose la sensibilidad a la cefoxitina psa |
cefalosporinas de 32 generacién. Al realizar el
screeningde BLEE se obtuvo resultado negativo, lo
que indica una hiperproduccion de BLEA.

Por otro lado, en 24 cepas Hecoli se determind
sensibilidad disminuida 6 resistencia hacia ceifadot
sin estar afectados ninguno de los otros betalacta-
micos. Este particular fenotipo es consistentelrtn
desrepresion parcial de la AMP-C constitutivakde
coli [18].

Por otra parte, en este trabajo de detectaron dos
cepas de Escherichia coli resistentes al acido
nalidixico y presentando una de ellas, resistencia
también frente a ciprofloxacina. EI mecanismo de
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resistencia implicado podria corresponder a una
mutacién en el gen que codifica para la ADN girasa,
lo que determina la resistencia frente el acido
nalidixico sin afectar a la ciprofloxacina; sin
embargo, como resultado de una segunda mutacion
en dicho gen, se ve afectada la sensibilidad frante
las dos quinolonas. En estas cepas también saastud
la presencia de bombas de eflujo observandoseaque |
resistencia no se debi6 a la presencia del sistema
expulsién activa tipo AcrA [19, 20].

En el presente trabajo se determiné que 4 cepas
(9 %) deE. coli recuperadas de fuentes superficiales
eran portadoras de una BLEA con diferentes
fenotipos de expresion. Este porcentaje de
aislamientos es superior al determinado por Hamelin
y col. del 6,1% [21].

Al comparar los resultados del presente trabajo
con los obtenidos por Lin y col. [22, 23] se evidian
un porcentaje similar de resistencia hacia el acido
nalidixico, pero la resistencia hacia los compugesto
betalactamicos fueron inferiores a los valores Bnco
trados por esos autores. Coincidentemente, tampoco
se detectaron cepas resistentes a ciprofloxacitesen
fuentes superficiales.

Watkinson y col. [24] encontraron que los
porcentajes de resistencia de cepas Hle coli,
recuperadas de los rios Brisbane y Bremer de
Australia, fueron de un 15% frente a ampicilina%al4
para cefalotina y 5% frente al acido nalidixicon E
las aguas superficiales del Chaco hallamos un mayo
porcentaje de resistencia hacia cefalotina y menor
hacia el &cido nalidixico y la ampicilina.

En el presente trabajo el porcentaje de resistemci
ampicilina y cefalotina en aguas fuentes supetésia
fue del orden de 2,3% y 18%. Estos valores son
inferiores a los encontrados por Baldini y Cabezal
[25] quienes hallaron valores de 8-9% y no aislaron
cepas resistentes a ciprofloxacina, y a los enadag
por Junco Diaz y cols. [26] y por Sayah y cols][27

Ademas, los porcentajes de resistencia de cepas de

origen subterraneo presentados por McKeon y c8]. [2

hacia cefalotina, ampicilina y acido nalidixico son
notablemente superiores a los obtenidos de las asism
fuentes y para los mismos compuestos en la Pravinci
del Chaco.

Cérdoba y col. [29] investigaron la presencia de
coliformes injuriados en la red de agua de la duda
de La Plata con resistencia hacia ampicilina-
sulbactama y nitrofurantoina, no encontraidaoli.

En el presente trabajo se aislaron cepasdeoli
tanto en la red, como en tanques y cisternas, las
cuales fueron resistentes a ampicilina (5%), ampi-
cilina/sulbactama y cefalotina (5%), en porcentajes
bajos, pero con sensibilidad disminuida a cefadotin
(28%). Considerando este Ultimo hallazgo resulta
evidente la necesidad de promover el adecuado
tratamiento del agua destinada a consumo humano, la
integridad de los sistemas de distribucion y la
limpieza periédica de tanques y cisternas; daddajue
presencia de este indicador determina la no dptitu

del agua para el consumo humano por la amenaza
para la salud de las personas, ya sea por ingestion
contacto directo. [30, 31].

En el presente trabajo se encontraron porcentajes
de resistencia frente a compuesfelctamicos y a
quinolonas en aislamientos He coli superiores a los
esperables en cepas de origen ambiental, por lo que
se reafirma la necesidad de extender la red de
vigilancia de la resistencia antimicrobiana a comta
nantes del agua y el suelo, dado que los antimi-
crobianos nos enfrentan a efectos irreversibleslen
medioambiente, los cuales se ejercen incluso a muy
bajas concentraciones, caracteristica que no le pre
sentan otros compuestos quimicos.

Por su parte, la presencia de indicadores de
contaminacion en aguas de red y en los sistemas de
almacenamiento determina la necesidad de imple-
mentar medidas para el control del correcto proceso
de desinfeccion del agua y del adecuado almace-
namiento, por el riesgo que implica para la saled d
aquellos que la consumen.
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