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RESUMEN

Se evaluaron patrones de resistencia a antibgéiccavés del andlisis discriminante en cepaadaiside sedimento
intermarial. La seleccién de bacterias resistengegfectud utilizandonedios de cultivos liquidos usando como
agentes cinco antibidticos en dos concentraciomeiginem (16 pg/ml; 32 pg/ml), meropenem (16 ug/Ge;
pag/ml), gentamicina (8 pg/ml; 16 pg/ml), clindamei(2 pg/ml; 4 pg/ml), y ceftazidima (32 pg/ml; g4/ml).
Posteriormente se aislaron e identificaron las £gpae sometieron a pruebas de sensibilidad poré&ddo de
difusién en agar. con discos de penicilina (10mig/clindamicina (2 pg/ml) y vancomicina (30 pgymhas del
50% de las cepas identificadas resultaron resestemtetraciclina (30 pg/ml) ,ampicilina (10 pg/nefalotina (30
pg/ml) y sulfametoxazol-trimetoprima (23,75 pg/my);sensibles a gentamicina (10 pg/ml), cloranfdn{G®
pag/ml) y ciprofloxacina (5 pg/ml). Todos los micrganismos resultaron resistentes a penicilinaesto de los
antibioticos presenteron resistencia variabtas los diferentes microorganismos.

Palabras clave sedimento marino, bacterias resistentes, anitoigt
ABSTRACT

Antibiotic resistance patterns were evaluated thhodiscriminant analysis isolates intermarial seslitn The
selection of resistant bacteria was effected udiggid cultures with five antibiotics in two condeations:
imipenem (16 mg / ml, 32 .mu.g / ml), meropenem Bml, 32 pg/ml), gentamicin ( 8 pg/ml, 16 u pgimi
clindamycin (2 pg/ml, 4 pg/ml), and ceftazidime @8/ml, 64 pg /ml). Later they were isolated aneniified
strains and tested for sensitivity by the agamndifin method. Discs penicillin (10 pg/ml), clindasiny (2 pg /ml)
and vancomycin (30 pg /ml), more than 50% of id@di strains were resistant to tetracycline (30/ugl),
ampicillin (10 mu.g / ml), cephalothin (30 ug / ménd sulfamethoxazole-trimethoprim (23.75 pg/mihd a
susceptible to gentamicin (10 pg/ml), chloramphein{80 ug/ml) and ciprofloxacin (5 pg/ml). All mmworganisms
were resistant to penicillin, other antibiotics sgateron variable resistance with different micgamisms.

Keywords: marine sediment, resistant, antibiotics.
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INTRODUCCION

Los sitios costeros de las ciudades que presentan
contaminacion por efluentes cloacales poco tratados
sin tratamiento previo. Esta situacion represemta u
grave problema ambiental y sanitario, ya que
ocasiona disminucién de la calidad sanitaria debhag
y sedimento de las costas por la introduccion ties al
niveles de materia organica y bacterias entéricas
patégenas al ecosistema (Vantarakis et al, 2006;
Ifiiguez et al,2007; Lipp, 2001). La problematica se
agrava con el uso indiscriminado de los antibigtico
en practicas médicas que contribuye a la selegcion
dispersion de bacterias resistentes (Butaye et al,
2001; Zambrano et al. 2002). Los centros de salud
publicos o privados vierten sus aguas residuales a
red publica y se constituyen en importantes foaos d
contaminacion biolégica (Ferreira da Silva et al,
2005), debido a la presencia de bacterias con
diferentes tipos de resistencia a antibioticos que
pueden ser incorporados en otros microorganismos
por transferencia génica (Nazaret et al, 2012)o Est
representa un problema cada vez mayor para la salud
publica en todo el mundo sabiendo que las bacterias
ambientales juegan un papel importante en la
diseminacién de la resistencia antimicrobiana (Bmit
y Coast, 2002; Junco et al, 2006). El incremento de
las resistencias de los microorganismos a los agent
antimicrobianos dificulta el tratamiento de las
personas infectadas. Existe poca informacion siabre
existencia de cepas con resistencia a antibiogcos
las playas de la ciudad de Comodoro Rivadavia
(Argentina); en estudios previos se detecto la
existencia de bacterias coliformes totales y feckle
cuales disminuyen su tiempo de vida en el medio
ambiente marino (Pucci et al, 2013; Acufia et al,
2011), y de bacterias con resistencia a antibistico
(Mufioz et al2014).

El objetivo de este trabajo fue conocer si existen
patrones de resistencia éacterias aisladas en los
sedimentos intermareales de la playa, km. 8, en
donde existe un emisario de liquido cloacal.

MATERIAL Y METODOS

Los sedimentos fueron extraidos de la zona norte
de la ciudad correspondiente a la playa de Km.8 (45
48’ 16” de latitud sur y 67° 24’ 54" longitud o&s.
La muestra de aproximadamente 2 kg se toma de una
profundidad de entre 10 a 30 cm durante la bajamar
en frascos de vidrio estéril y fue procesada eticel

Selecccién y aislamiento de cepas bacterianas
sencibles

Recuento total de bacterias mesofil&ecuento
por diseminacion en superficie en medio de cultivo
TSA (tripteina 17 g/L, peptona de soya 3 g/L, dloru
de sodio 5 g/L, fosfato dipotasico 2,5 g/L, gluc8sa
g/L, agar 15 g/L, pH 7,3) sin antibiético.

Se colocaron 10 frascos con 10 g de muestra de
sedimento en 90 ml de caldo nutritivo (tripteina 17
g/L, peptona de soya 3 g/L, cloruro de sodio 5 g/L,
fosfato dipotésico 2,5 g/L, glucosa 2,5 g/L; pH)6,9
en botellas de 250 ml de capacidad, con los sitgsen
antibiéticos por separado: ceftazidima (32 pug/mdl; 6
pag/ml), clindamicina (2 pg/ml; 4 pug/ml), gentamiin
(8 pg/ml; 16 pg/ml), imipinem (16 pg/ml; 32 pg/ml)
y meropenem (16 pg/ml; 32 pg/ml) y son incubados
a 25°C durante 48hs con agitacién constante.

De los frascos con desarrollo positivo se realiza-
ron asilamientos en los medios de cultivo EMB
(peptona de caseina 10 g/L; lactosa 5 g/ L ; saearo
5 g/ L; fosfato de potasio 2 g/ L; eosina 0,4 @kul
de metileno 0,065 g/L; agar 1,5 g/L ; pH 7,1) y BSC
(extracto de levadura 5g/L, peptona de carne 5g/L,
tripteina 5 g/L, citrato de sodio 10 g/L, tiosutfade
sodio 10 g/L, bilis de buey 8 g/L, sacarosa 20 g/L,
cloruro de sodio 10 g/L, citrato férrico 1g/L, azid
bromotimol 0,04 g/L, azul de timol 0,04 g/L, agar
15¢g/L, pH 8,6), con los mismos antibiéticos y
concentracion de los frascos de donde provenian.

Identificacion

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, cloruro
sédico 5 g/L, glucosa 5 g/L, agar agar 15 g/L) de 2
horas efectuando una saponificacion con alcohol
metilico hidréxido sddico-agua (150 mL: 45 g: 150
mL) seguida de una metilacion con &cido clorhidrico
6N y alcohol metilico (325 mL: 275 mL) y a
continuacion una extracciébn con n-hexano-metil
térbutil éter (1:1) y lavado con hidroxido de sedio
agua (10,8 g- 900 mL).

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
llevé a cabo con un cromatografo HP 6890 serie I
GC (inyeccion splitless; presion inicial 10 psi;
programa de temperatura: 170-250°C a 5°C.min-1,
260-310°C a 40 °C.min-1, 1,5 min de permanencia a
310°C, detector por ionizacién de llama) controlado
por Chemstation 10,0x (Hewlett Packard).

Antibiograma

La susceptibilidad de las bacterias aisladas e iden
tificadas fue determinada por el método de difusion
en disco en agar Mueller HintoNdtional Commi-
ttee for Clinical Laboratory StandarddNGCLS
1993. Se utilizaron discos de ampicilina (10 pg/ml),
cefalotina (30 pg/ml), ciprofloxacina (5 pg/ml)jrcl
damicina (2 pg/ml), cloranfenicol (30 pg/ml), genta
micina (10 pg/ml), penicilina (10 pg/ml), sulfame-
toxazol-trimetoprima (23,75 pg/ml) y tetraciclirz0(
pag/ml).
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Tabla 1. Respuesta de los Enterococcos a los diferentésdditis.
PEN CMP CIP TET AMP GEN CC CF SXT

3 Enterococcus faecalis R S R R R R R R R
39al Enterococcus faecalis R | S S S R R R R
44 a Enterococcus faecalis R S I R R R R R S
44 b Enterococcus faecalis R S I S R S R I S
46 a Enterococcus faecalis R | | R R R R R S
119 al Enterococcus faecalis R S I R R R R R S
119a2 Enterococcus faecalis R S I R R R R R S
120 a  Enterococcus faecalis R S S R R I R R S
120 b Enterococcus avium R S S R R I R R S
108 b Enterococcus avium R S S S S S S R S
108 a Enterococcus faecium R R S S S S S R S

Penicilina 10 pg/ml (PEN), tetraciclina 30 pg/mlE(), cloranfenicol 30 pg/ml (CMP),ciprofloxacina Sy/ml (CIP),

ampicilina 10 pg/ml

(AMP), gentamicina 10 pg/ml

(@ clindamicina 2 pg/ml (CC),cefalotina 30 pg/ml

(CF),sulfametoxazol-trimetoprima 23,75 pg/ml (SXHResistente (R), Resistencia Intermedia (l), SensiSe No
identificado (N/1). Identificado por observacionamiscépica como levaduras (I/L).

Tabla 2. Respuesta de las bacterias aisladas a los diésrantibiéticos.

PEN CMP CIP TET AMP GEN CcC CF SXT
59 Alcaligenes faecalis R S S S S S R S S
54 a  Alcaligenes faecalis R I R | R S R R R
29b Bacillus sp R R | | R S R R S
39 b2 Bacillus sp R I S R R S R R R
63 Bacillus subtilis R R R R R R R R R
91c Enterobacter aerogenes R S S R S S R R S
6 Ochrobactrum anthropi R S S R R S R S R
34a  Salmonella typhimurium R S | | R R R R S
34b Salmonella typhimurium R S | S R S R R S
32a  Salmonella typhimurium R S R R R R R S
27 a  Yersinia-mollaretii R R S S S R S S

Penicilina 10 pg/m(PEN), tetraciclina 30 pg/m(TET), cloranfenicol 30 ug/m(CMP),ciprofloxacina 5 pug/m(CIP),
ampicilina 10 pg/ml (AMP), gentamicina 10 pg/mI(GEN), clindamicina 2 pg/ml(CC),cefalotina 30 pg/ml
(CF),sulfametoxazol-trimetoprima 23,75 ug/nBXT). Resistente(R), Resistencia Intermedidl), Sensible (S). No
identificado(N/1). Identificado por observacién microscopica como dewas(l/L).

RESULTADOS

sélidos. Se aislaron un total de 120 cepas quenlueg
de ser nuevamente probadas en resistencia, se

El recuento de bacterias mesodfilas totales fue de seleccionaron las que presentaban resistencia a mas

1,26x16 UFC/gr. Se observé desarrollo bacteriano
en caldos nutritivos con los diferentes antibi&ico
usados a pesar de las concentraciones de antilsiotic

antibiéticos que fueron los mismo que se utilizaron
en el aislamiento. Fueron identificadas 22 baderia
entre las que se identificarorE®terococcus faecalis

afladidas al medio, asi como también en medios 2 Enterococcus avium 1 Enterococcus faeciunios
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cuales presentaron diferencia en la resistenciasa |
antibiéticos probados (tabla 1).También se aislaon
identificaron otras bacterias que presentaron
resistencia a los antibiéticos probadddcaligenes
faecalis, Bacillussp., Bacillus subtilis Enterobacter
aerogenes Ochrobactrum anthropi Salmonella
typhimuriumy Yersinia-mollaretii(Tabla 2).

DISCUSION

Los antibiéticos probados poseen distintos
mecanismos de accion celular y estructuras quimicas
Como observaron otros autores (Vay et al, 2005,
Saino et al, 1982) en nuestro estudio los antifnéti
B-lactamicos fueron poco activos. En los Ultimos
afos los Enterococos han recibido una creciente
atencién por las infecciones que estan produciendo
(Ronconi et al, 2002) se identificaron entre lagase
11 de este género con una resistencia del 100% a la
penicilina seguido en orden decreciente por cefeot
(91%), clindamicina (82%), ampicilina (73%) y tetra
ciclina (64%). Se ha comunicadesistencia de tipo
adquirida para los antimicrobianos antes menciona-
dos (Silva et al, 2005; Mudryk, 2005; De la Parte-
Pérez et al2001). La resistencia intrinseca de estas
cepas se ha descripto para penicilinas, cefalosmri
aminoglucésidos (gentamicina y estreptomicina),
entre otros (Morrison et al, 1997; Quifionez, 2001).
El 73% de las cepas probadas mostré resistencia a
ampicilina esto difiere de lo informado por Baldih
al. (2008), para muestras ambientales donde no se
encontraron cepas resistentes a ampicilina. Esis: re
tencia se relaciona con una alteracion de las ipaxte
fijadoras de penicilina, principalmente las PBPCRI
2001; Ligottzzi et al, 1995). Asi mismo, en el 6d&o
las cepas estudiadas presentd resistencia a {etraci
clina, esto coincide con lo informado por JuncozDia
et al. (2006) para 47 cepas del gerfenterococcus.

En las cepas estudiadas, se obtuvo un 82% de
susceptibilidad a sulfametoxazol y a clorafenicol.
Resultados similares fueron obtenidos por Tejetlor e
al. (2001) al estudiar 19 cepas aisladas del argien
en Las Palmas de Gran Canaria, Espafia. Sin
embargo, se identificaron cepas sensibles a este
antibiotico y si bien es conocido que se trata de u
género intrinsecamente resistente a este antibjotic
suele desarrollar como sensible en las pruebas de
difusion en agar (Palavecino, 2001).

El hallazgo deSalmonella typhimuriumes la
causa frecuente de gastroenteritis. Aunque la neyor
de infecciones poBalmonellason autolimitantes (3 a
5 dias), Beier et al. (2004) lo describe como el
serotipo de mayor prevalencia en el ambiente y el
causante del mayor nimero de brotes epidemio-
I6gicos por el consumo de agua y alimentos conta-
minados. Las cepas d&almonella typhimurium
presentaron resistencia aclindamicina (100%),
cefalotina (100%), gentamicina. Estos resultados
concuerdan con lo publicado por el Sistema de
Monitoreo Nacional de Resistencia a Antimicro-

bianos de Bacterias Entéricas (NARMS, siglas en
inglés) que establece que la resistenci8&monella

es dependiente del serotipo y dbietyphimuriumes

el que presenta mayores niveles de resistenciee@d 6p
et al, 2009). Su persistencia en el ambiente incre-
menta el continuo contacto con antimicrobianos y
genera una seleccion natural que evade el ataque de
éstos (Refsum et al, 2002). Los antibiéticos de
eleccion para la salmonelosis son las cefalospogina
las quinolonas. En las cepas estudiadas se encontrd
una resistencia intermedia del 75% de las cepas a
ciprofloxacina y suceptibilidad a sulfametoxazol
(100%) y cloranfenicol (100%), esto coincide con lo
informado por Miko et al, (2005), para cepas amstad

de alimentos de origen animal.

Aungue la mayoria de las especiesBdeillus sp.
son inocuas, algunas son patégenas para las pgrsona
y los animales. Martinez et al. (2010) informansan
estudio que las cepas deacillus sp presentan
multirresistencia, esto coincide con los resultados
obtenidos en el cual las cepas presentaron resigten
En todas las cepas se observo resistencia a toslos |
antibioticos R-lactamicos. Aunque suele encontrarse
variacion en los patrones de resistencia de las
diferentes especies del gen&acillus sp las mismas
se consideran generalmente resistentes a las peni-
cilinas y cefalosporinas, incluyendo las cefalospo-
rinas de tercera generacion, debido a la produat#on
un amplio espectro de R—lactamasas, que hidradizan
anillo B-lactamico presente en todas las penialyna
cefalosporinas (Koneman et al, 1997; Logan et al,
1999). Faria Reyes et al, (2001), asegura en bajtra
que los amiglicosidos son el grupo de antimicro-
bianos mas efectivos contra las especieBalgllus
sp. esto coincide con los resultados obtenidos en est
trabajo en el que las cepas aisladas presentam@n un
resistencia del 100% a gentamicina.

Alcaligenes faecaliscorresponde al grupo de
bacilos gram negativos no fermentadores y es
vinculado a infecciones nosocomiales, debido a la
relativa facilidad con que puede vivir esta baeaten
el ambiente, contaminando soluciones, equipos, etc.
(Gardner et al, 1970). Se encontr6 que el mayor
porcentaje de cepas fueron sensibles a gentamicina
esto coincide con los resultados obtenidos porrarbi
de Hernandez et al, (1978), donde informa que mas
del 67% de las cepas aisladas resultaron sengbles
gentamicina. Sin embargo, Nufez et al. (2011)
informan elevados porcentajes de resistencia a
gentamicina para cepas aisladas de aguas grises.
Alcaligenes faecalisposee resistencia intrinseca a 13-
lactamicos y aminoglucosidos, por lo que se présent
mayor numero de cepas resistentes a penicilina y
clindamicina. Los mecanismos de resistencia a los
antibioticos B-lactamicos en esta especie, han sido
relacionados con la produccion delactamasas;
incluyendo tres diferentes tipos de cefalosporisiasa
constitutivas y al menos un tipo de penicilinasa
(Fuijij et al, 1985; Gilardi, 1986). Se observaron
porcentajes de resistencia intermedia a sensilvle pa
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tetraciclina esto coincide con lo hallado por Gardn

et al. (1970), que informa a las tetraciclinas cdano
droga mas efectiva, en el cual el 74% de las cepas
resultaron sensibles. Pedersen et{(E.70), informa

en su estudio que las cepas se muestran sensibles a

varios agentes antimicrobianos, entre los cuales
aparecen cloranfenicol, esto coincide con los
resultados obtenidos donde se identificaron cepas d
resistencia intermedia a sensible.

Los Enterobactersp. poseen elementos moviles
genéticos que les permiten adquirir resistencias a
antibioticos, se hallan en diferentes ambientes y
poseen produccién d@-lactamasas ( Jarlier and
INVS, 2014).

En el caso d®chrobactrum anthropiue sensible
a algunos antibioticos, cloranfenicol, ciproxamida,
gentamicina y cefalotina, en el resto fue resistemt
igual que comunican otros autores (Vay et al, 2005)

Yersiniasp., presentan resistencia a la cefalotina y
a cefazolin (Fabrega, Vila, 2012) en nuestro ca&so s
ensayo la cafalotina para la cual fue sensible.

CONCLUSIONES

Se confirmd la presencia de altos niveles de
resistencia multiple a los antibiéticos ensayadtsee
las cepas bacterianas estudiadas.

Todos los microorganismo resultaron resistentes a
la penicilina, el resto de los antibiéticos preaem
resistencias variables: tetraciclina 54,5%, claganf
nicol 18,1%,ciprofloxacina 13,6%, ampicilina 72,2%,
gentamicina 36,6%, clindamicina 90,9%, cefalotina
77%, sulfametoxazol-trimetoprima 27,2%.
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