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RESUMEN

Se evalu¢ la frecuencia y susceptibilidad antimicrobiana de las enterobacterias presentes
en caracoles Achatina fulica procedentes de las zonas montafiosas de los municipios
Andrés Mata, Bolivar, Andrés Eloy Blanco, Ribero, Sucre y Mejia, del estado Sucre,
durante el periodo septiembre — noviembre 2011. Se recolectaron 20 ejemplares en cada
municipio. Se realizo la cuantificacion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de
las muestras, resultando valores mayores a 10° UFC/g en el miisculo y 10° UFC/ml en la
baba. Se aislaron un total de 674 cepas. La identificacion se ejecutd empleando los
protocolos convencionales para bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,
destacandose Escherichia coli con una frecuencia de aislamiento de 24,3%, seguida de
Klebsiellapneumoniae(21,7%), Enterobacteraerogenes (16,4%), Citrobacter freundii
(12,0%), Proteus mirabilis (11,4%); Enterobacter gergoviae (4,9%), Klebsiella ozaenae
(4,5%), Citrobacter amalonaticus (3,5%) y Salmonella enteritidis (1,3%); la presencia
de S.enteritidisconstituye una alarma en los diferentes municipios donde fue aislada ya
que es causante de enfermedades gastrointestinales endémicas que son un problema en
la practica veterinaria y humana, por ocasionar grandes pérdidas, convirtiéndose asi en
un problema de salud publica y socioecondémico. Los caracoles provenientes del
municipio Andrés Mata presentaron mayor porcentaje de enterobacterias (18,2%). La
susceptibilidad antimicrobiana se llevo a cabo por el método de difusion en disco. Los
antimicrobianosusadosen  este  estudio  fueron:aminoglucosidos, cloranfenicol,
penicilinas, trimetoprim/sulfametoxazol, tetraciclinas, quinolonas y betalactdmicos. Las
pruebas de susceptibilidad efectuadas a las especies bacterianas aisladas mostraron altos
porcentajes de sensibilidad, sobretodo a los antibidticos carbapenems y cefepime,
mientras que la resistencia bacteriana se evidencio, principalmente, a las cefalosporinas
de tercera generaciéon. De acuerdo con lo expresado, se sugiere tomar medidas que
contribuyan a minimizar el impacto generado por la dispersion del molusco mediante la
implementacion de programas de vigilancia, manejo y control del mismo.



INTRODUCCION

Desde Férussac en 1821, Achatina fulica ha sido reconocida como una especie bien
diferenciada de los gastropodos pulmonados incluida en la familia Achatinidae. Es
originaria de Africa Oriental (Kenia y Tanzania), de varios paises del sur de Sahara y del

centro del continente, donde se utiliza como alimento (Matthews, 2005).

El tamafo de la concha de A. fulica puede ser de hasta 20 cm de largo y 12 cm de
diametro; usualmente, presenta de 7 a 9 verticilos y aunque su coloracion puede ser
variable, debido a las condiciones ambientales y a la dieta, por lo general, es de color
café claro o marrdn rojizo con amarillo claro y axiales uniformes (Carvalho et al., 2003).
Habitualmente, es de forma espiral conica y dibujada hacia afuera en el apice. La
abertura es relativamente corta y tiene una forma lunar. La superficie es lisa, el labio es

agudo convexo y uniforme en una semi-elipse regular (Civeyrel y Simberloff, 1996).

El cuerpo del animal tiene dos pares de tentdculos; un par corto inferior que es
quimiotictico y tactil, y otro largo superior con manchas oculares en las puntas. El
cuerpo es humedo, viscoso y parece de goma. Su coloracion puede ser café¢ manchado o
raramente de color crema palido. La base es plana, con gruesos tubérculos més evidentes
lateralmente en la parte superior de la ampliacion de la superficie corporal (Craze y

Mauremootoo, 2002).

Son mal llamados hermafroditas, porque muchos caracoles machos al afio o dos afios de
haber nacido se transforman en hembras. Se llama protandria ese fendmeno, porque ese
es un paso de macho a hembra. Pero ellos no tienen autofecundacion, su apareamiento
dura de 3 a 7 horas. A los seis meses de nacidos alcanzan su madurez sexual
(Morocoima, 2011). Producen huevos grandes de color blanco amarillento que miden de
4,5 a 5,5 mm de didmetro y sélo eclosionan después de 8 a 21 dias a temperaturas
superiores a 15°C. Los caracoles pueden poner hasta 100 huevos en su primer afio, e

incluso 500 en su segundo afio (Raut y Barker, 2002). El adulto de A. fulica tiene un



promedio de vida de 5 a 6 afios y es posible que viva hasta por 9 afios. Son capaces de
entrar en un estado de estivacion y sobrevivir por afos en estas condiciones (Tomiyama,

1993).

La alimentacién normal de este gastropodo consiste en material vegetal y animal en
descomposicion, liquenes, algas y hongos (Rees, 1950). El molusco ha causado estragos
en el pais, especificamente, en las zonas agricolas puesto que puede acabar con toda una
variedad de cultivos debido a que tiene un apetito voraz y ataca a mas de 500 tipos de
plantas diferentes. Se tienen informes de un gran niimero de plantas incluyendo muchas
ornamentales, vegetales y leguminosas que también pueden ser atacadas extensivamente.
La corteza de las plantas relativamente altas tales como: lechosa, cacao y citrus, estan
sujetas a ser atacadas. Las plantas pertenecientes a la familia Poaceae (cafia de azlcar,
maiz, arroz) sufren poco o no son dafiadas por esta especie. No obstante, se ha
encontrado que vegetales del género Brassica son los alimentos preferidos del caracol
(Thakur y Kumari, 1998). De igual forma, es capaz de causar la muerte en animales
cuando dicho molusco es consumido. También, come huevos y caracoles juveniles de su
misma especie, compite en el nicho ecoldgico con moluscos nativos, consume diversas
especies de otros caracoles que son propios de estas tierras y puede ser causante de

generar un desequilibrio ecologico a las especies autoctonas del pais (Guillén, 2009).

Aunque estos caracoles son especies de zonas calidas algo aridas, pueden adaptarse a
cualquier tipo de habitat, desde las zonas intervenidas hasta los pantanos y areas urbanas
donde exista vegetacion (Correoso, 2006). Logran sobrevivir a las condiciones de frio,
incluso nevadas, por la hibernacion, aunque es posible que no alcancen a establecerse
por si mismos en las regiones templadas. Son, normalmente, de hébitos nocturnos y
crepusculares, pero pueden tornarse diurnos durante los dias lluviosos y templados
(Tomiyama, 1994). Se han establecido en los siguientes paises: Mozambique, Somalia,
Etiopia, Eritrea, Uganda, Burundi, Rwanda, Congo, Malawi, Zambia, Zimbabwe,
Surafrica y Madagascar (Dharmaraju, 1984). Su distribucion es amplia en los estados

brasilefios orientales, en las islas Marshall y en Samoa Occidental. También esta



presente en toda la region Indo-Pacifica, excepto en isla Banaba, islas Cook, isla Loird
Howe,Nauru, Niue, isla Norfolk, isla Pitcairn, Tokelau, Australia y Nueva Zelanda
(Paiva, 1999). En paises como Estados Unidos esta catalogado como plaga y se ha

prohibido su importacion (Diaz y Puyana, 1994).

En Venezuela, A. fulica ha presentado una alta tasa de dispersion a lo largo de la region
boscosa y montafiosa del norte del pais en un periodo de diez afios, a una
velocidadpromedio de 100 km/afio desde la localidad donde se registr6 inicialmente, por
lo que dicha propagacion se debe a la accion humana involuntaria o intencional (Liboria
et al., 2010). Fue capturado en estado de libertad por primera vez en 1997, en el jardin
de una vivienda en la ciudad de Caracas, cerca del lugar donde se ofrecian en venta
dichos caracoles. Esta especie es nuevamente observada en el 2002, en la ciudad de
Guanare, estado Portuguesa. En el 2003, se amplia su area de distribucion al sur del
estado Delta Amacuro, en la region del Cafio Basama, cercana a la reserva forestal de
Imataca; en un cultivo de frijoles en Bobare, estado Lara; en las inmediaciones de
Caripito, estado Monagas. También, se confirmo su presencia en otras localidades como
la isla de Margarita; El Lim6n y el parque Henry Pittier, estado Aragua; asi como en el
Jardin Botdnico y en el Paraiso, ambos ubicados en la ciudad de Caracas, y en una
plantacion de cacao al sur de Cartipano, estado Sucre (Martinez y Martinez, 2008); en el
2009, se localiza en Cumanad, especificamente, en el cafio de Bebedero, La Llanada, San

Juan y Tres Picos (Iguaran, 2009).

El caracol se ha introducido en muchas partes del mundo con fines medicinales,
alimentarios, comercio de mascotas y para fines de investigacion (Pérez, 1984). Los
moluscos o sus huevos pueden movilizarse involuntariamente con los productos agricolas, la

carga, las plantas o la materia del suelo (Robinson, 2002).

El caracol gigante africano es de importancia econdmica considerable, como resultado

de sus depredaciones en jardines, huertos, viveros, invernaderos, macizos de hongos



comestibles, cafetales, plantaciones de cacao y areas dedicadas a la produccion horticola
(Fonseca y Nascimento, 2004). Esta especie también presenta importancia médico-
sanitaria ya que actia como hospedador intermediario de helmintos, hongos y bacterias
patogenas (Martinez y Martinez, 2008). Ademas, el gastropodo es usado como alimento en
muchos paises de Europa, donde es troceado y enlatado y se hace pasar, para algunos

consumidores, como escargot (Cuellar, 2004).

La entrada de especies exdticas representa un peligro para la biodiversidad porque
algunas pueden ser controladas, otras representan una amenaza de muerte para la fauna y
la flora; ademas, pueden provocar problemas para la salud, dificultades econdémicas y
ambientales (Aguirre y Mendoza, 2009). A. fulica no sdlo se alimenta de una gama
bastante extensa de plantas y sobrevive en una seleccion vasta de habitats, sino que
también representa un riesgo a la salud humana (Ribas et al., 1992). Las enfermedades
causadas por el caracol se pueden contraer ingiriendo su carne indebidamente preparada,
o manipulando moluscos vivos y transfiriendo su mucosidad a las membranas mucosas

de los humanos (Robinson, 2002).

Este molusco puede causar mucho dafo al ser humano, ya que es portador de parasitos,
bacterias y hongos, que transmiten diversas enfermedades a nifios y adultos, y que
causan problemas severos en el sistema nervioso, intestinal y hasta la muerte. Estos
animales son coprofagos, es decir, se alimentan de las heces de las ratas y por eso se
contaminan. Los pardsitos y bacterias se alojan en el intestino del caracol y en la baba
que éste produce y que emplea para desplazarse. Por eso,se debe evitar la manipulacion
del caracol con las manos asi como utilizar la baba para efectos curativos, pues no tiene

esa propiedad (Morocoima, 2011).

El grado de contaminacion bacteriana que poseen estos caracoles puede determinarse
mediante el conteo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC), término que debe

utilizarse para reportar la cuenta de colonias en placa, las cuales pueden surgir de una célula



o de un cumulo de cé€lulas. Es la cantidad de células separables sobre la superficie o dentro
de un medio de agar semisolido que da lugar al desarrollo de una colonia visible del orden

de decenas de millones de células descendientes (Oie y Kamiya, 2002).

Entre el grupo de bacterias perjudiciales al hombre, halladas en A. fulica, estan las
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae:Escherichia, Salmonella, Klebsiella,
Citrobacter, Proteus y Enterobacter. Son bacterias Gram negativas, presentan variada
morfologia, son anaerobios facultativos, metabolicamente activos, crecen en medios simples
y no forman esporas. La mayoria son méviles y unas pocas son capsuladas(Montiel et al.,
2005).Villena et al. (2010), en un estudio realizado en el caracol terrestre Helix aspersa,
encontraron enterobacterias pertenecientes a los géneros: Escherichia, Citrobacter,

Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Hafnia, Proteus yProvidencia.

En una investigacion bacteriologica realizada en Indonesia, en ejemplares de A. fulica se
detectaron los géneros: Pseudomonas, Enterobacter, Proteus y Cardiobacterium,
concluyendo que los géneros y la carga bacteriana en estos caracoles terrestres depende del

habitat particular donde se desarrollen (Utomo et al., 1991).

La proliferacion de A. fulica en Venezuela ha causado alerta, ya que en muchos estados ha
afectado comunidades y plantaciones (Martinez y Martinez, 2008). En las instalaciones de la
escuela basica “Emilio Medina”, ubicada al norte de Maracay, estado Aragua, la
propagacion de los moluscos ocasiond una situacion alarmante en maestros, estudiantes y
representantes. Los moluscos invadieron los salones de clases y el tanque subterraneo de
agua, que es el unico sistema que surte al colegio, lo que provocod que varios estudiantes
resultaran afectados con gastroenteritis producida por bacterias que porta el caracol (Guillén,
2007). En el mismo estado, docentes y estudiantes de la unidad educativa “La Democracia”,
denunciaron la presencia del molusco en elevadas cantidades en sus instalaciones. Algunos
infantes resultaron con infecciones respiratorias al manipular el animal en condiciones

inadecuadas (Guillén, 2009).



La introduccion de A. fulica lleva aparejada una serie de consecuencias no previsibles
aun para diferentes sectores del pais, principalmente la agricultura y la salud humana;por
lo que se deben tomar medidas para conocer las caracteristicas de esta especie, evaluar la
introduccion y realizar estrategias pertinentes para su erradicacion, evitando el éxodo de
este notorio y peligroso invertebrado en Suramérica; como ya ha ocurrido desde hace

mas de un siglo en Asia y otras partes del mundo (Aguirre y Mendoza, 2009).

El riesgo de nuevos casos de personas afectadas por el molusco, ha tomado relevancia por la
cria y desarrollo ilegal de colonias del caracol africano gigante con fines comerciales,
destinados a la venta como mascotas o para la produccién de baba de caracol, sustancia con

supuestas propiedades cosméticas o terapéuticas (Icani et al., 2007).

La importancia de este estudio radica en las posibles consecuencias que puede traer sobre la
salud publica su inmedible reproduccion, ya que el molusco cuenta con una importante
carga bacteriana patdgena, considerando que parte de esta flora es adquirida del medio
donde coloniza. Ademas, se aportaria informacion valiosa acerca de los patrones de
susceptibilidad antimicrobiana de las especies aisladas en este caracol, ya que en el estado

Sucre son pocos o inexistentes los estudios enfocados en ese tema.

Bajo la argumentacion expuesta y tomando en consideracion los reportes suministrados por
las autoridades sanitarias del estado Sucre (Instituto Nacional de Salud Agricola Integral
[INSAI], Ministerio del Poder Popular para la Agricultura y Tierra] MPPAT], Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas [INIA]), los cuales hacen referencia a que A. fulicase
encuentra dispersa en toda la region oriental, con este estudiose pretendidevaluar la
frecuencia y susceptibilidad antimicrobiana de las enterobacterias presentes en el caracol
gigante africano, a partir de ejemplares provenientes de las zonas montafosas de los
municipios Andrés Mata, Bolivar, Andrés Eloy Blanco, Ribero, Sucre y Mejia, del

estado Sucre.



METODOLOGIA

Area de estudio

Se recolectaron20 caracoles enzonas montafiosas de comunidades y plantaciones de
distintos municipios del estado Sucre, como lo muestra la tabla 1 que describe la
ubicacion geografica de dichos municipios, sus parroquias, sectores seleccionados para

la recoleccion de caracoles y sus respectivas coordenadas.

Tabla 1. Referencias geograficas de las zonas muestreadas. Municipios Andrés Mata,
Bolivar, Andrés Eloy Blanco, Ribero, Sucre y Mejia; del estado Sucre, septiembre —
noviembre de 2011.

Municipio Parroquia Sector Coordenadas
Andrés Mata San José de Aerocuar Las Maravillas N: 10° 53" 39"
0O: 63°39' 49"

Bolivar Marigiiitar Marigiiitar N: 10°12' 26"
0:63°43'20"

Andrés Eloy Blanco Rémulo Gallegos Rio Cristalino N:10°12'19"
0: 63°10' 50"

Ribero Cariaco Aguas Calientes N:10°29' 56"

O: 63° 57" 65"

Sucre Santa Inés Cantarrana N: 10°45'39"

O: 64° 15' 71"

Mejia San Antonio del Golfo San José Sur N:10°44' 12"

0O: 63°78' 84"

Recoleccién de muestras

En total se colectaron 120 caracoles vivos, usando guantes de latex y tapabocas. Se
depositaron en una jaula para su traslado al Laboratorio de Microbiologia del Instituto

Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA-Sucre), para su andlisis bacterioldgico.

Analisis microbioldgico

Una vez en el laboratorio, los caracoles fueron colocados sobre una superficie de vidrio

estéril para tomar la baba con un aplicador que se inocul6 en un tubo de ensayo con agua



peptonada (AP) para incubarlo por 24 horas a 37°C.
Luego de limpiar y romper la concha de los caracoles utilizando un cuchillo estéril, se
extrajeron 25 g del muasculo que fueron introducidos en un frasco estéril con 225 ml de

APy se incubaron a 37°C por 24 horas.

Para el recuento de aerobios mesofilos se realizaron diluciones seriadas; para ello, se
afiadié 1 ml de la preparacion anterior en un tubo de ensayo con 9 ml de AP. Este
procedimiento se sigui6 hasta alcanzar una dilucion de 10™. Cada dilucién se sembré en
profundidad en placas de Petri, depositando 1 ml de cada una en el fondo de las placas y
se les anadi6 15 ml del agar plate count fundido, se mezclaron suavemente hasta
distribuir uniformemente. Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas en ambiente de
aerobiosis. De esta manera, se procesaron ambas muestras (baba y musculo).
Posteriormente, se determinaron las Unidades Formadoras de Colonias por gramo
(UFC/g) en el musculo y UFC/ml en la baba, en las placas que contenian entre 30 y 300
colonias. Las UFC se calcularon multiplicando el nuimero total de colonias por la

dilucion respectiva (Garcia, 1987).

UFC = namero total de colonias x dilucion.

Aislamiento

El estudio de las enterobacterias presentes en A. fulica se llevd a cabo siguiendo los
lineamientos establecidos por Koneman et al. (2008) para el aislamiento ¢ identificacion

de enterobacterias.

A partir de la solucion de AP se sembrd en los diferentes medios de cultivos: agar
nutritivo (AN), agar Mac Conkey (AMC) y agar Salmonella-Shigella (ASS), para ser
incubados por 24 horas a 37°C en aerobiosis (Mac Faddin, 2004). A las colonias
obtenidas se les evalu6 morfologia, caracteristicas de crecimiento, color, forma, borde y

elevacion; ademads, se tomaron en cuenta los cambios producidos en AMC que reflejaron



la fermentacidn o no de la lactosa. Se separaron las colonias con caracteristicas distintas,
se inocularon en caldo infusién cerebro-corazén (BHI) y se incubaron a 37°C por 24
horas. Consecutivamente, se sembraron por diseminaciéon en AN (Koneman et al.,

2008).

Estudio microscopico

Para este estudio se realizaron frotis de las colonias seleccionadas y se les aplico la
coloracion de Gram que permitié distinguir las bacterias que muestran morfologias
similares y agruparlas en Gram positivas y Gram negativas (Koneman et al., 2008). Las
diferencias entre las reacciones de coloracion de las bacterias se basa en la composicion
quimica de su pared celular; de esta manera muchas bacterias conservaron la coloracion
violeta-yodo y se tifieron de purpura (Gram positivas) y otras se colorearon de rojo por
la safranina (Gram negativas). Fueron seleccionadas las colonias formadas por bacilos
de reaccion negativa frente a la tincion de Gram, para su posterior identificacion (Forbes
et al., 2004). El procedimiento de la coloracion fué realizado seglin la técnica de Hucker

modificada del afio 1927 (citado por Koneman et al., 2008).

Caracterizacién bioquimica

Las cepas se caracterizaron bioquimicamente mediante los protocolos de identificacion
convencionales para enterobacterias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa,
propuesto por Koneman et al. (2008) y Mac Faddin (2004). Se realizaron las

siguientespruebas:

Fermentacion de azUcares

Esta prueba determina la capacidad de un microorganismo para utilizar un hidrato de
carbono especifico incorporado en un medio de desarrollo basal, con produccién de gas
o sin ella, junto con la determinacion de la posible produccion de sulfuro de hidrogeno

(H2S) a partir de las sales de hierro presentes en el medio. La fermentacion de la glucosa



y/o lactosa produce una disminucion en el pH del medio, lo que provoca un cambio en el
color del indicador rojo fenol. La produccion de H,S se evidencia con unennegreciniento
del medio. Para su realizacion, se procedi6 a inocular los tubos de Kligler con el método

de puncion y estrias y se incubaron a 37°C por 24 horas en aerobiosis.

Utilizacién del citrato

En esta prueba se evidencia la capacidad de un microorganismo para utilizar el citrato
como unica fuente de carbono y las sales de amonio como fuente de nitrogeno, siendo
indicativo de una reaccion positiva la observacion de un color azul en el medio o el
crecimiento bacteriano en la superficie del mismo. Para su ejecucion las cepas
bacterianas se inocularon en tubos de citrato con el método de estrias y se incubaron a

37°C por 24 horas en aerobiosis.

Prueba de movilidad

La aplicaciéon de esta prueba evidencia si un microorganismo es movil o inmovil. Las
cepas moviles provocan turbidez del medio, que se extiende mas alld de la linea de
siembra, mientras que el crecimiento de las cepas inmoviles se observa solamente en la
linea de siembra. Para la ejecucion de esta prueba se inoculd el medio movilidad,
produccion de indol y sulfuro de hidrogeno (SIM) y se aplicd el método de puncion sin

tocar el fondo del tubo. Inmediatamente, se incubaron a 37°C por 24 horas en aerobiosis.

Descarboxilacidonde lisina

Determina la capacidad enzimatica de las bacterias para descarboxilar la lisina y originar
una amina con la resultante alcalinidad que se demuestra al observar un color purpura en
el medio. Esta prueba se realiz6 mediante la inoculacion de las cepas en los tubos con

medio lisina - hierro (LIA); se incubaron a 37°C por 24 horas en aerobiosis.

Descarboxilacion de ornitina

Determina la capacidad enzimatica de un microorganismo para descarboxilar ornitina y
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formar una amina con la resultante alcalinidad que se evidencia al observar un color
purpura en el medio. Para realizar esta prueba se inoculd el medio movilidad, indol y
ornitina (MIO) aplicando la ténica de puncion. Inmediatamente, se incubaron a 37°C por

24 horas en ambiente de aecrobiosis.

Hidrdlisis de arginina

A traves de este ensayo se determina la capacidad de los microorganismos para
hidrolizar el aminoacido L-arginina por medio del sistema deshidrolasa. Se considera
positiva al observarse un color purpura en el medio. Esta prueba fue efectuada mediante
la inoculacion del caldo de Moeller el cual contenia el aminoacido L-arginina. Estos

tubos se incubaron por 24 horas a 37°C en aerobiosis.

Produccion de indol

El indol es uno de los productos en degradacion del metabolismo del aminoacido
triptofano. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa degradan el triptofano y, de
este modo se produce indol, acido piruvico y amonio. El indol se detecté en un medio
triptofano de prueba, mediante la observacion del desarrollo de color rojo después de
agregar una solucion que contiene p-dimetilaminobenzaldehido como el reactivo de
Ehrlich o de Kovac’s. Los tubos con medio SIM fueron inoculados por puncién e
incubados por 24 horas a 37°C en aerobiosis. Transcurrido el tiempode incubacion se les

agrego el reactivo a los tubos hasta que se observo la reaccion.

Utilizacion de inositol y sorbitol

Ambas pruebas determinan si el microorganismo posee la capacidad para utilizar el
sorbitol y/o el inositol, formando 4acidos como productos finales que se evidencia en el
medio por el cambio del color rojo a amarillo del indicador rojo fenol. Para ejecutar esta
prueba se inocularon con las cepas bacterianas en estudio los tubos con los polialcoholos

y se incubaron a 37°C por 24 horas en aerobiosis.
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Fenilalanina desaminasa

Esta prueba determina la capacidad de un organismo para desaminar la fenilalanina en
acido fenilpirtivico por su actividad enzimatica de fenilalanina desaminasa, con la acidez
resultante. Se cultivé el microorganismo en agar fenilalanina sembrando la superficie del
medio con abundante in6culo e incubando durante 12-16 horas. Seguidamente, se afiadié
0,2 ml de una solucién de cloruro férrico al 10% que inund6 todo el crecimiento. La
presencia de acido fenilpiravico se manifiesta por la aparicion de un color caracteristico

verde oscuro o verde-azulado.

Hidrdlisis de urea

Esta prueba determina la capacidad bacteriana de hidrolizar la urea en dos moléculas de
amoniaco por la accion de la ureasa, con la resultante alcalinidad, observiandose un
cambio de color del indicador hasta rosado. Para llevar a cabo esta prueba se inocularon
con la cepa los tubos con medio de Christensen, se incubaron en aerobiosis a 37°C por

24 horas.

Utilizacién del malonato

Detecta la capacidad de un microorganismo para utilizar el malonato de sodio como
unica fuente de carbono, evidenciandose en el medio una turbidez y un cambio de color
(verde a azul) por la produccion de metabolitos alcalinos. Para efectuar este ensayo se
inocularon con las cepas bacterianas a identificar los tubos con malonato y se incubaron

a 37°C por 24 horas en aerobiosis.

Prueba de rojo de metilo

La glucosa puede ser metabolizada por los microorganismos, a través de distintas vias
metabolicas: la 4&cido mixta (se originan productos finales acidos) y la via

butilenglicélica (se originan productos finales neutros). Este ensayo permite determinar
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la diferencia en el metabolismo bacteriano que podria ser reconocida por la adicién de
un indicador como rojo de metilo, para revelar la presencia de productos acidos. Para
ello, se inocularon con la cepa bacteriana los tubos con el medio Voges Proskauer, se
incubaron a 37°C por 24 horas en aerobiosis y, al cabo de ese tiempo se les agregd el
rojo de metilo, considerandose la prueba positiva al observar un anillo de color rojo en el
medio y por el contrario la prueba fue negativa si presentaba un viraje del indicador de

rojo a amarillo.

Reduccion de nitratos a nitritos

Mediante esta prueba se determina la capacidad de un organismo de reducir el nitrato en
nitrito. Para ello, el medio manitol movilidad contenia 1 g/l de nitrato de potasio, se
incubd a 37°C por 24 horas en ambiente de aerobiosis. Para revelar la presencia de
nitritos, después de su incubacion, se afnaden los reactivos de Griess-Ilosvay en
cantidades iguales (1 ml aproximadamente). Un cambio de color (rojo) dentro de los 30

segundos indica un resultado positivo.

Orto-nitrofenilgalactopiranosido (ONPG)

Esta prueba permite diferenciar los microorganismos fermentadores lentos de lactosa, de
los no fermentadores. La lactosa puede ser fermentada de manera rapida (18-24 horas),
en forma lenta, o puede no ser fermentada. Los microorganismos que la fermentan
rapidamente poseen dos enzimas: b-galactosido permeasa, la cual estd localizada en la
membrana celular y estd involucrada en el transporte de la lactosa, y la b-D-
galactosidasa, que es intracelular y estd involucrada en la hidrdlisis de la lactosa a
galactosa y glucosa. Los microorganismos fermentadores lentos de lactosa, son
deficientes en b-galactosido permeasa pero no en b-D-galactosidasa, y los
microorganismos no fermentadores no poseen ninguna de las dos enzimas. Los discos
contienen ONPG, el cual tiene la caracteristica de entrar rapidamente al interior de la
bacteria, sin la necesidad de utilizar la b-galact6ésido permeasa, y alli es metabolizado

por la b-D-galactosidasa, liberandose o-nitro-fenol, compuesto de color amarillo. Se
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realizda partir de un cultivo puro, haciendo una suspension densa en 0,2 ml de solucion
fisiologica estéril, y se agregd un disco de ONPG,durante 30 minutos a 35-37°C, en

aerobiosis.En las reacciones positivas se observé un color amarillo en la suspension.

Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana fué realizada mediante el método de difusion en disco
(Bauer et al., 1966), usando como orientacion los lineamientos propuestos para
enterobacterias por el Instituto de Estandares Clinicos de Laboratorio (CLSI, 2012)para
la lectura de los antibiogramas ya que estos son criterios para bacterias aisladas de
muestras de procedencia clinica y no se manejan para bacterias aisladas de muestras
ambientales. A partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas de crecimiento se tomaron de 3
a 5 colonias con asa bacterioldgica, y se inocularon en solucidon salina fisiologica
estéril,ajustando la turbidez al patrén 0,5 en la escala de MacFarland correspondiente a
1,5x10® microorganismos viables/ml. Seguidamente, se impregnd un hisopo estéril en la
suspension rotandolo varias veces y se ejercid presion sobre las paredes interiores del

tubo con el fin de eliminar el exceso de liquido.

La suspension bacteriana se disemind uniformemente sobre la superficie del agar
Miieller Hinton con trazados préximos y en tres direcciones diferentes; se dejo secar
durante un tiempo aproximado de 3 a 5 minutos para luego proceder a colocar los discos
de los antibioticos elegidos por su amplio espectro de accidon y su conocida efectividad

frente a las bacterias en estudio.

Los antimicrobianos seleccionados para probar la susceptibilidad de las enterobacterias
en estudio fueron: ampicilina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), amikacina(30 pg),
gentamicina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), trimetoprim/sulfametoxazol (1,3/23,8 pg),
cefuroxima (30 pg), cefoxitina (30 pg), ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg),
ceftriaxona (30 pg), amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg),cefepime (30 pg),
aztreonam (30 pg), imipenem (10 pg), meropenem (30 pg), tetraciclina (30 ug) y
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ampicilina/sulbactam (10/10 pg). Los antimicrobianos seleccionados para probar la
susceptibilidad deS. enteritidis fueron: trimetoprim/sulfametoxazol  (1,3/23,8
ng),ampicilina (10 pg),cefotaxima (30 pg).ciprofloxacina (5 pg),ceftazidima (30
ug),ceftriaxona (30 ng), cloranfenicol (30 pg). Los antibiogramas se incubaron a 37°C

por 24 horas en una atmosfera de aerobiosis.

El control de calidad aplicado para evaluar la caracterizacion bioquimica y la
susceptibilidad antimicrobiana, se realizo utilizando la cepa Escherichia coli Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC) 25922, de la coleccion de cultivos del Centro
Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM), Nodo Instituto Nacional de

Higiene Rafael Rangel (INHRR).

La accion antibacteriana se evidencié por la aparicion de un halo de inhibicion del
crecimiento bacteriano alrededor del disco, cuyo didmetro se midié con una regla y los
valores se expresaron en milimetros. Los halos de inhibicion se interpretaron segun los

valores referencialesdel CLSI (2012) como sensible y resistente (Tabla 2).
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Tabla 2. Criterios utilizados por el Instituto de Estandares Clinicos de Laboratorio
(2012) para la determinacion de la susceptibilidad bacteriana de acuerdo al tamafio
del halo de inhibicién.

Criterios (milimetros)

Antibiotico Sensible Resistente
Amikacina >17 <14
Gentamicina >15 <12
Ampicilina >17 <13
Cloranfenicol >18 <12
Trimetoprim/sulfametoxazol >16 <10
Tetraciclina >15 <11
Ciprofloxacina >21 <15
Amoxicilina/acido clavulanico >18 <13
Aztreonam >21 <17
Cefoxitina >18 <14
Cefuroxima >18 <14
Cefotaxima >26 <22
Ceftazidima >21 <17
Ceftriaxona >23 <19
Cefepime >18 <14
Imipenem >23 <19
Meropenem >23 <19

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando estadistica descriptiva, expresados en tablas de
frecuencia. Para determinar las diferencias en frecuencia de ocurrencia de cada especie
de enterobacteria en musculo y babaentre municipios, se aplicaron pruebas de Chi
cuadrado (x%), a un nivel de confiabilidad de 95%, usando como valor esperado el
promedio observado en cada municipio (Sokal y Rohlf, 1999). Estos analisis fueron

hechos en una hoja de célculo Microsoft Excel version 2003.

La comparacion de la susceptibilidad bacteriana a diversos antibidticos se
evaluémediante pruebas de analisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis y su
prueba a posterori (Conover, 1980), utilizando doscriterios: sensible y resistente, de
acuerdo a las normas del CLSI (2012). Estas establecen el criterio de acuerdo al tamafio
del halo (Tabla 2). Estos andlisis se efectuaron utilizando el software Infostat version

2011 (D1 Rienzo et al., 2011).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislo un total de 674 cepas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae de las
cuales el 70,8% se encontr6 en el musculo del caracol y 29,2% en la baba del mismo
(Figura 1). Cabe destacar que la gran cantidad de enterobacterias aisladas del musctlo
del caracol se debe, posiblemente, a que es la parte mas expuesta al medio ambiente en
el que habitualmente se desenvuelve, por lo tanto, tiene mayores probabilidades de
contaminacion. Al respecto, investigaciones realizadas en Indonesia por Utomo et al.
(1991), quienes llevaron a cabo estudios bacterioldgicos en el caracol gigante africanoA.

fulica, concluyeron que la carga bacteriana en estos moluscos terrestres es de elevada

patogenicidad y esta relacionada con el habitat en particular en el cual se desarrollan.

Caracol

Baba
29,2%

Musculo
70,8%

Figura 1. Porcentaje de cepas aisladas en el masculo y la baba de A. fulica.

Las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) es un valor que indica el grado de
contaminacion microbioldgica de un ambiente y expresa el nuimero relativo de
microorganismos presentes en un determinado volumen (Oie y Kamiya, 2002). En este
estudio, el conteo en ambas muestras resultd relativamente alto, alcanzando valores

mayores a 10° UFC/g en caso del musculo y 10° UFC/ml en caso de la baba.

Tras el estudio bacteriologico de los moluscos provenientes de los distintos municipios
del estado Sucre, se observo que el mayor nimero de aislamientos correspondid a los

municipios Andrés Mata (18,2%) y Bolivar (17,8%), probablemente debido a que las
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zonas donde fueron recolectados los caracoles presentaban una marcada contaminacion
fecal, ocasionada por los habitantes de ambos sectores (Tabla 3). Seguidos de estos
municipios estuvo Andrés Eloy Blanco con 16,6% de aislamiento bacteriano y Sucre con

16,3%. Ribero fue el municipio con menor porcentaje de enterobacterias aisladas.

Tabla 3. Distribucion porcentual de enterobacterias aisladas del misculo y la baba de
caracoles A. fulica procedentes de seis municipios del estado Sucre, septiembre —
noviembre de 2011.

Municipios Numero de cepas Porcentaje (%)
Andrés Mata 123 18,2
Bolivar 120 17,8
Andrés Eloy Blanco 112 16,6
Sucre 110 16,3
Mejia 105 15,6
Ribero 104 15,4
Total 674 100

Mediante las pruebas bioquimicas diferenciales se identificaron 9 especies:
Citrobacterfreundii, C. amalonaticus, Escherichiacoli, Enterobacteraerogenes, E.
gergoviae, Klebsiellapneumoniae, K. ozaenae, Proteusmirabilisy Salmonellaenteritidis.
Estos resultados coinciden con los de Montiel et al. (2005), quienes expresan que estos

son los géneros bacterianos frecuentemente encontrados en A. fulica.

De manera general, tanto para el musculo como para la baba de los moluscos
recolectados,las especies bacterianas con mayor porcentaje de aislamiento fueronE. coli,
representando el 24,3% del total, seguida de K. pneumoniae con 21,7%, E. aerogenes y
C. freundiicon 16,4% y 12,0%, respectivamente (Tablas 4 y 5). Estos resultados
concuerdan con los reportados por Villena et al. (2010), en su estudio realizado en Peru
sobre la flora bacteriana del tracto digestivo de caracoles terrestres Helixaspersa,en el
cual se expresa que las bacterias con mayores porcentajes de aislamiento fueron E. coli y
K. pneumoniae.Estas enterobacterias se caracterizan, segin Pumarolaet al. (1992), por
ser poco exigentes en sus necesidades nutritivas y relativamente resistentes a la accion
de los agentes externos, por cuyo motivo se encuentran como saprofitos del medio

ambiente (agua, suelo, y plantas). En su mayoria se encuentran asociadas con el hombre
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o los animales de sangre caliente y constituyen la mayor parte de la flora bacilar aerobia
0 anaerobia facultativa Gram negativa que coloniza el tubo digestivo, pero ademas, en
ocasiones pueden intervenir en procesos patdgenos intra o extraintestinales.Por otra
parte, la especie con menor porcentaje de aislamiento fue S. enteritidis (1,3%) que es
introducida al medio ambiente como resultado de la contaminacion por descargas
domésticas pudiendo, de este modo, ser transmitida al hombre a través de moluscos
filtradores que logran concentrar hasta 50 veces la poblacion de microorganismos
presentes en el agua (Escobar, 1997). La presencia de bacterias enteropatogenas,
comoSalmonella,en ambientes acuaticos constituye un peligro latente por el hecho de ser
el agua una de las principales rutas de transmision de este microorganismo,lo que
constituye una alarma en los municipios donde fueron aisladas ya que son zonas
rodeadas de rios utilizadas con fines turisticos y no existe proteccion ambiental por parte
de los pobladores que causan contaminacion fecal.La presencia de Salmonella en la
comunidad se ha incrementado con el tiempo, lo que es indicativo que las condiciones
de higiene y salubridad se estan deteriorando provocando la contaminacién por estos
patogenos.

Tabla 4. Frecuencia de enterobacterias aisladas del misculo de caracoles gigantes
africanosA. fulica procedentes de seis municipios del estado Sucre, septiembre —
noviembre de 2011.

Municipio
Andrés , Andrés . .
Mata Bolivar Eloy Rivero Sucre Mejia T
o n (%) Blanco n (%) n (%) n (%) n (%)
n (%) n (%)

203,00 19(2,8) 16(24) 1725 17(25 16(24) 105 (15,6)
16(24) 15(22) 1725 1522) 1522) 1421)  92(13,6)
5(0,7) 3(0,5)  4(0,6)  5(0,7)  5(0,7)  3(0,5)  25(3,7)
13(1,9) 142,1) 12(1,8) 10(1,5) 13(1,9) 15(22) 77(11,4)
3(0,5 5(0,7)  4(0,6) 7(L0) 6(09)  4(0,6) 29 (43)

2(0,3)  3(05) 50,7 2(03)  4(0,6) 3(0,5  19(2.9)
12(1,8)  9(1,3) 13(L,9) 7(1,00 11(1,6) 10(1,5) 62(9,1)
2(0,3) 00,00 1(02) 1(02) 0,0  1(02)  5(0,9)

1
2
3
4
5
6 11(1,6) 15(22) 9(1,3) 10(1,5 10(L,5) 8(1,2)  63(9,3)
7
8
9
T

84 (12,5) 83(12,3) 81(12,0) 74(10,9) 81(11,9) 74(11,2) 477(70,8)

B: bacterias; 1: E. coli; 2: K. pneumoniae; 3: K. ozaenae; 4: E. aerogenes; 5: E. gergoviae; 6: C. freundii;
7: C. amalonaticus; 8: P. mirabilis; 9: S. enteritidis; n: nimero de especies; (%): porcentaje; T: total.
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Tabla 5. Frecuencia de enterobacterias aisladas de la baba de caracoles gigantes
africanos A. fulica procedentes de seis municipios del estado Sucre, septiembre —
noviembre de 2011.

Municipio

Andrés Andrés . .

B Mata Bolivar Eloy Rivero Sucre Mejia T
o n (%) Blanco n (%) n (%) n (%) n (%)

n (%) n (%)
1 13(1,9) 12(1,8)  7(1,0) 9(1,3) 8(1,2) 10(1,5) 5987
2 12(1,8) 9(1,3) 11(1,6) 7(1,0) 8(1,2) 8(1,2) 55(8.1)
3 2(03) 00,00 1(0,2) 2(0,3) 0(0,0) 0(0,0) 5(0,8)
4  6(0,9) 71,00 4(0,6) 4 (0,6) 5(0,7) 8(1,2) 34(5,0)
5 0(0,0) 1(0,2) 1(0,2) 1(0,2) 1(0,2) 0(0,0) 4(0,6)
6 3(0,5) 50,7)  2(0,3) 4 (0,6) 4 (0,6) 00,00 18(2,7)
7 1(0,2) 000,00 1(0,2) 0(0,0) 1(0,2) 0(0,0) 3(0,6)
8 2(0,3) 2(0,3) 4(0,6) 1(0,2) 2(0,3) 4(0,6) 15(2,3)
9 0(0,0) 0(0,00 0(0,0) 1(0,2) 0(0,0) 1(0,2) 2(0,4)
T 39(.,9) 3754 3147 3045 2944 3147 19(29,2)

B: bacterias; 1: E. coli; 2: K. pneumoniae; 3: K. ozaenae; 4: E. aerogenes; 5: E. gergoviae; 6: C. freundii;
7: C. amalonaticus; 8: P. mirabilis; 9: S. enteritidis; n: nimero de especies; (%): porcentaje; T: total.

En cuanto a las pruebas de susceptibilidad in vitro a los antimicrobianos, los resultados

muestran que las cepas aisladas expresaron patrones de resistencia variables.

Los aminoglucdsidos constituyen un importante grupo de antibidticos que por su
espectro antibacteriano y su accidn bactericida tienen gran utilidad en el tratamiento de
infecciones graves causadas por microorganismos Gram negativos. Quimicamente,
tienen en comun un anillo aminociclitol, al cual se unen diversos aminoazicares; estos
ultimos generan las diferentes caracteristicas farmacocinéticas y antibacterianas de estos

farmacos (Gonzalez y Saltigeral, 2002).

Los aminoglucésidos usados en este estudio fueron amikacina ygentamicina (Tabla 6).
Gran parte de las cepas aisladasexpresaron alta sensibilidada laamikacina, sin embargo,
existen porcentajes de cepas resistentes a este antibiotico, entre ellas: C. freundii
(34,6%), E. gergoviae (40,0%) y C. amalonaticus(40,9%), que probablemente se deba a
la presencia de enzimas aminoglucosido-acetiltransferasa (AAC), que acetilan grupos

aminos utilizando como cofactor la acetil-coenzima A, especificamente la enzima
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acetilante AAC (6')-1 que inactiva a la amikacina pero no a la gentamicina (Mella et al.,
2004). Resultados similares fueron reportados por Watkins y Simkiss (2008), al evaluar
las bacterias aisladas de caracoles H. lucorum, encontrando elevada resistencia en

especies de Enterobacter y Citrobacter frente a estos antimicrobianos.

Con respecto a la gentamicina, E. aerogenes, E. gergoviae, C. freundii yC. amalonaticus
expresaron 100% de sensibilidad, mientras que las especies de Klebsiellamostraron un
40,0% de resistencia,y es posible que ocurra debido a la produccion de enzimas AAC
(3)-II que inactivan a dicho antibidtico (Tabla 6). Esta enzima, modificante de
aminoglucoésido, ha sido informada en Chile, con un importante incremento de cepas que
la producen, posiblemente a causa del uso frecuente de este aminoglucosido (Mella et
al., 2004). Estos resultados coinciden con los de Watkins y Simkiss (2008), que

reportanresistencia a la gentamicinaen cepas de K. pneumoniae aisladas de H. lucorum.

Tabla 6. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas en A.
fulica frente a aminoglucdsidos.

Porcentaje de susceptibilidad (%)

Amikacina Gentamicina

Especies S R S R

E. coli 97,0 3,1 86,6 13,5
K. pneumoniae 100 0,0 60,0 40,0
K. ozaenae 96,7 33 60,0 40,0
E. aerogenes 100 0,0 100 0,0
E. gergoviae 60,0 40,0 100 0,0
C. freundii 65,4 34,6 100 0,0
C. amalonaticus 59,1 40,9 100 0,0
P. mirabilis 100 0,0 92,2 7,8

S: sensible; R: resistente; (%): porcentaje.

Parte de la resistencia antimicrobiana en bacterias Gram negativas se debe a la reduccion
de entrada debido al mecanismo de disminucidon de la permeabilidad de la membrana,
causado por la poca cantidad de proteinas especificas porinas, especialmente de la
proteina F (Ompf).Esto produce un espectro de resistencia frente al cloranfenicol,

trimetoprim/sulfametoxazol, quinolonas y tetraciclinas. Por este medio, la resistencia es
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usualmente baja por lo que so6lo logra impedir u obstruir antes que prevenir
completamente y su significado clinico se ve cuando otro mecanismo de resistencia es

activado (Lakshmiet al., 2000).

El cloranfenicol es un antibiotico con efecto bacteriostatico,aunque en ciertas especies
puede ser bactericida, presenta un amplio espectro de accione interfiere en la sintesis
proteica bacteriana (Gonzalez y Saltigeral, 2002). En todas las cepas se observaron
diferentes porcentajesde resistencia al cloranfenicol, probablemente, debido a Ia
produccion de la enzima cloranfenicol acetiltransferasa que es el mecanismo mas utilizado
por las bacterias Gram negativas para resistir a dicho antimicrobiano (Tabla 7). Esta enzima
desactiva el cloranfenicol enlazando uno o dos grupos acetilo derivados del acetil-S-
coenzima A, a los grupos hidroxilo del cloranfenicol. El antibidtico se convierte en
monoacetato o diacetato que son incapaces de adherirse a la subunidad 50s ribosomal de la
bacteria y por tanto no se da la funciéon normal del cloranfenicol que es inhibir la actividad

de la peptidiltranferasa (Lakshmiet al., 2000).

El trimetoprim/sulfametoxazol es una combinacion de diaminopirimidina y una
sulfonamida; cada uno por separado posee una accidn bacteriostatica, pero unidos generan
una actividad sinérgica que muestra efecto bactericida (Gonzalez y Saltigeral, 2002). En la
tabla 7 se expresa que E. coli fue la unica cepa que obtuvo un 100% de sensibilidad. El resto
de las cepas estudiadas presentaron una notable resistencia a dicho antibidtico. La alta
resistencia de Citrobacterse relaciona con resistencias de tipo cromosomal o mediada por
plasmidos. Esto permite inhibir pasos secuenciales de la sintesis de tetrahidrofolato desde el
acido paraminobenzoico, el cual es el requerido para la sintesis bacteriana de los
aminoacidos (Zolezzi, 1997). Este mecanismo de resistencia también es compatible en cepas
de K. pneumoniae, lo que indica que los altos porcentajes de resistencia que se reportan para
al trimetoprim/sulfametoxazol para dicha bacteria en la presente investigacion se debe a
tal mecanismo. Otras bacterias resistentes a trimetoprim/sulfametoxazoltienen disminucion

en la permeabilidad al compuesto. Junto con este mecanismo de resistencia existe un
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mecanismo de egreso intracelular (Winokuret al., 2010).

Tabla 7. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas en A.
fulica frente al cloranfenicol y al trimetoprim/sulfametoxazol.
Porcentaje de susceptibilidad (%)

Cloranfenicol Trimetoprim/sulfametoxazol

Especies S R S R

E. coli 79,9 20,1 100 0,0
K. pneumoniae 82,3 17,7 71,4 28,6
K. ozaenae 73,3 26,7 33,3 66,7
E. aerogenes 79,3 20,7 36,9 63,1
E. gergoviae 85,7 14,3 28,6 71,4
C. freundii 81,5 18,5 39,5 60,5
C. amalonaticus 59,1 40,9 79,1 20,9
P. mirabilis 97,4 2,6 54,4 45,6
S. enteritidis 71,4 28,6 21,4 78,6

S: sensible; R: resistente; (%): porcentaje.

Las tetraciclinas son farmacos principalmente bacteriostaticos (Gonzalez y Saltigeral, 2002).
En este estudioE. coli y las especies de Citrobacter obtuvieron un 100% de sensibilidad,
mientras que el resto de las cepas presentaron una resistencia relativamente baja frente a este
antibiotico (Tabla 8). Este antimicrobiano no fue probado con las cepas de P. mirabilis, ya
que presentan resistencia natural a las tetraciclinasdebido a expulsion por mecanismos
activos del antibiotico comola bomba TetJ. El gen asociado es cromosdmico y su expresion
es inducida por la presencia de tetraciclinas, aunque también se han descrito mecanismos de
expulsion de expresion constitutiva. Asimismo, se ha detectado resistencia transferible
asociada a plasmidos. El sistema de transporte AcrAB también se asocia a la resistencia

intrinseca de algunas especies del género Proteus a las tetraciclinas (Hickmanet al., 2002).

La ciprofloxacinaes un antibidtico perteneciente al grupo de las fluoroquinolonas con
efectos bactericidas,de amplio espectro. Funciona inhibiendo la ADN girasa, un tipo II de
topoisomerasa, que es una enzima necesaria para separar el ADN replicado, inhibiendo la
division celular (Gonzalez y Saltigeral, 2002). Las bacterias en estudio mostraron cierta
resistencia a este antibiotico (Tabla 8). Estos resultados coinciden con los sefialados por

Charrieret al. (2006), en un estudio bacteriologico realizado en caracoles H.aspersa, e
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indican que probablemente corresponda a una modificacion del acido desoxirribonucleico
girasa, que es un mecanismo genético de resistencia adquirida. Sin embargo, estos
resultados difieren de los de Almonacidet al. (2008), quienes en su trabajo de caracoles
marinos, encontraron enterobacterias 100% sensibles a dicho antibiotico. No obstante, en el
presente estudio, las especies de Citrobacter resultaron 100% sensibles frente a esta

quinolona.

Tabla 8. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas en A.
fulica frente a tetraciclina y a ciprofloxacina.
Porcentaje de susceptibilidad (%)

Tetraciclina Ciprofloxacina

Especies S R S R

E. coli 100 0,0 88,4 11,6
K. pneumoniae 81,0 19,1 94,6 5,4
K. ozaenae 70,0 30,0 83,3 16,7
E. aerogenes 86,5 13,5 84,7 15,3
E. gergoviae 77,1 22,7 71,4 28,6
C. freundii 100 0,0 100 0,0
C. amalonaticus 100 0,0 100 0,0
P. mirabilis - - 88.3 11,7
S. enteritidis - - 85,7 14,3

S: sensible; R: resistente; (%): porcentaje.

Los betalactamicos siguen siendo los antibioticos mas usados. Sin embargo, por ser los
primeros introducidos en clinica, la resistencia bacteriana ante estos farmacos ha

constituido un problema por mas de 40 afios (Martin et al., 2002).

Se han estudiado detalladamente los mecanismos de resistencia microbiana ante los
betalactamicos y las bacterias han desarrollado un limitado nimero de mecanismos de
resistencia  (Martin et al.,, 2002). Sin embargo, la produccion de
betalactamasasrepresenta el mecanismo mds importante de resistencia de algunas
bacterias Gram negativas. No obstante, cualquier microorganismo tiene la capacidad de
desarrollar mas de un mecanismo de resistencia a la vez, pudiendo uno de ellos ser el
origen mas importante de la expresion de resistencia o ser so6lo un factor contribuyente

que ayuda a la eficacia de la expresion de la misma (Sahm y Tenover, 2009).
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La ampicilina es un antimicrobiano perteneciente a la familia de las aminopenicilinas,
con efecto bactericida. Inhibe la sintesis y la reparacién de la pared bacteriana y es de
amplio espectro (Gonzalez y Saltigeral, 2002). En este estudio se observa que P. mirabilis
fue la Unica especie que resultdé 100% sensible a esta penicilina (Tabla 9). Sin embargo,
S. enteritidis present6 el mayor porcentaje de resistencia (35,4%), probablemente debido
a la captacion de nuevo material genético. Por otro lado, la ampicilina no fue probada
con K. pneumoniaeyC. amalonaticusya que presentan resistencia natural a dicho

antibiotico.

El aztreonam es un antibiotico monobactamico con efecto bactericidaque inhibe la sintesis
de pared celular bacteriana (Gonzélez y Saltigeral, 2002). En el presente estudio, las cepas
de K. pneumoniae y K, ozaenae revelaron 100% de sensibilidad frente a este
antibidtico(Tabla 9), no obstante, las especies deCitrobacterfueron las que presentaron
mayores valores de resistencia, probablemente debido a la produccion de betalactamasas de
espectro expandido(BLEE) que presentan un espectro incrementado de actividad hidrolitica
contra el aztreonam (Brewer y Hellinger, 2007). Estos resultados son similares a los
reportados por Watkins y Simkiss (2008), en los que las enterobacterias aisladas de
caracoles H. lucorum presentaron elevada resistencia a este antibiotico.

Tabla 9. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas en A.

fulica frente a la ampicilina y aztreonam.
Porcentaje de susceptibilidad (%)

Ampicilina Aztreonam

Especies S R S R

E. coli 74,8 25,2 93,9 6,1
K. pneumoniae - - 100 0,0
K. ozaenae 98.6 1.4 100 0,0
E. aerogenes 90,0 10,0 94,6 5,4
E. gergoviae 87,1 12,9 85,7 14,3
C. freundii 88,3 11,7 63,0 37,0
C. amalonaticus - - 68,2 31,8
P. mirabilis 100 0,0 74,0 31,8
S. enteritidis 64,6 35,4 - -

S: sensible; R: resistente; (%): porcentaje.
Bush y Macalinstal (1993) aseveran que la gran y frecuente produccion de

betalactamasas como mecanismos de resistencia condujo a la sintesis y purificacion de
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sustancias que inhiben su actividad; éstos son los inhibidores de betalactamasas, los
cuales bloquean dichas enzimas y representan el mecanismo mas especifico desarrollado
para evadir la resistencia a los betalactamicos. Esto constituy6 un importante logro, pues
con esos farmacos se recupera la actividad de betalactdmicos cldsicos como la
amoxicilina que, combinada con el acido clavulanico, produjo 100% de sensibilidad en
la mayoria de las especies en estudio. C. freundii y E. gergoviae presentaron muy baja

resistencia a este antibiotico (Tabla 10).

Tabla10. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas en A.
fulica frente a amoxicilina/acido clavulanico.
Porcentaje de susceptibilidad (%)
Amoxicilina/acido clavulanico

Especies S R

E. coli 97,6 2.4
K. pneumoniae 100 0,0
K. ozaenae 100 0,0
E. aerogenes 100 0,0
E. gergoviae 71,4 28,6
C. freundii 80,3 19,8
C. amalonaticus 100 0,0
P. mirabilis 100 0,0

S: sensible; R: resistente; (%): porcentaje.

Cefoxitina y cefuroxima son cefalosporinas de segunda generacion con un efecto basico
de tipo bactericida, actian uniéndose e inactivando receptores especificos de la
membrana celular bacteriana que son enzimas fundamentales en la sintesis del
peptidoglicano de la pared celular(Gonzalez y Saltigeral, 2002). De las bacterias aisladas,
P. mirabilis y las especies de Klebsiella revelaron 100% de sensibilidad frente a la
cefoxitina. Sin embargo, algunas bacterias presentaron resistencia a dicho antimicrobiano: E.
aerogenes con 34,2%, seguida de C. freundii (30,9%) y C. amalonaticus(27,3%); en el
resto de las cepas la resistencia fue poco significativa. Con respecto a la cefuroxima, C.
amalonaticus expreso el 100% de sensibilidad. K. ozaenae y E. gergoviaedemostraron la
mayor resistencia, 46,7% y 25,7%, respectivamente (Tabla 11). La actividad antibacteriana
de las cefalosporinas depende de su capacidad para penetrar en la pared celular bacteriana,

para resistir a la inactivacion de betalactamasas y para unirse e inactivar las proteinas
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fijadoras de penicilinas. La resistencia bacteriana puede darse en cada uno de estos
mecanismos e incluso aparecer de una forma sinérgica en varios de ellos, siendo el mas
importante la produccion de betalactamasas que hidrolizan el enlace amido-ciclico del anillo

betalactamico y lo hacen inactivo(Rodriguez et al., 2003).

Tabla 11. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas en A.
fulica frente a cefalosporinas de segunda generacion.
Porcentaje de susceptibilidad (%)

Cefoxitina Cefuroxima

Especies S R S R

E. coli 93,9 6,1 96,3 3,7
K. pneumoniae 100 0,0 75,5 24,5
K. ozaenae 100 0,0 53,3 46,7
E. aerogenes 65,8 34,2 94,6 54
E. gergoviae 80,0 20,0 74,3 25,7
C. freundii 69,1 30,9 90,1 9,9
C. amalonaticus 72,7 27,3 100 0,0
P. mirabilis 100 0,0 97,4 2,6

S: sensible; R: resistente; (%): porcentaje.

Las cefalosporinas de tercera generacion difieren del resto de las cefalosporinas porque
presentan mayor resistencia a las BLEE. La tabla 12 muestra que las especies aisladas
mostraron marcadas resistencias a los antibioticos cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona,
probablemente debido a la produccion de BLEE. De La Parte-Pérez et al. (2001)
mencionan que las BLEE son una causa frecuente de resistencia de las enterobacterias,
especialmente las del género Klebsiella, a las cefalosporinas de tercera generacion. Estas
enzimas fueron reportadas por primera vez en Europa en 1983; desde entonces se han
extendido por todo el mundo y se han insertado en una variedad de patdégenos Gram
negativos. Rodriguez (2003) demostr6 que las bacterias Gram negativas han
incrementado su resistencia a los antibidticos convencionales, como son las
cefalosporinas de tercera generacion, siendo éstos los farmacos aplicados mas
frecuentemente a nivel hospitalario. Hoy en dia ha sido evidente que la presion selectiva
mediante el uso de antimicrobianos de amplio espectro, particularmente de su uso

indiscriminado e inadecuado, ha provocado la apariciéon y diseminacion de mecanismo
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de resistencia bacteriana (Rodriguez et al., 2003) y los resultados de las pruebas de
susceptibilidad obtenidas en este estudio ponen en evidencia lo anteriormente descrito,

al observar altos porcentajes de cepas resistentes.

En promedio, S. enteritidis presentd valores mas bajos de resistencia a estos antibidticos,
mientras que E. aerogenes solo obtuvo el 9,9% de resistencia a la ceftazidima y el 15,3%
a la ceftriaxona (Tabla 12). S. enteritidis y C. amalonaticus expresaron 100% de

sensibilidad a la ceftriaxona.

Tabla 12. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas en A.
fulica frente a cefalosporinas de tercera generacion.
Porcentaje de Susceptibilidad (%)

Cefotaxima Ceftazidima Ceftriaxona
Especies S R S R S R
E. coli 44,5 55,5 59,8 40,3 50,0 50,0
K. pneumoniae 49,7 50,4 55,8 44,3 43,5 56,5
K. ozaenae 50,0 50,0 60,0 40,0 43,3 56,6
E. aerogenes 55,9 44,1 90,1 9,9 84,7 15,3
E. gergoviae 51,4 48,6 71,4 28,6 77,1 22,9
C. freundii 35,8 64,2 63,0 37,0 74,1 26,0
C. amalonaticus 50,0 50,0 63,6 36,4 100 0,0
P. mirabilis 39,0 61,1 46,8 53,3 29.9 70,2
S. enteritidis 85,7 14,3 85,7 14,3 100 0,0

S: sensible; R: resistente; (%): porcentaje.

De las cefalosporinas usadas en este estudio, cefepime presenta efecto bactericida y fue la
mas efectiva debido a que la mayoria de las bacterias aisladas presentaron 100% de
sensibilidad (Tabla 13). Gonzélez y Saltigeral (2002) consideran que cefepime es altamente
estable a las betalactamasas mediadas por pldsmidos y cromosomas. Algunos autores
mencionan que la eficacia de este fArmaco puede deberse al poco uso que se le ha dado en el
tratamiento indiscriminado de infecciones (Al Jebouri, 1985; Tzocet al., 2004). Sin
embargo, cepas de especies como C. freundii y P. mirabilis presentaron valores muy bajos
de resistencia, lo que puede significar que quizés en el medio ambiente ya estén apareciendo

cepas resistentes a este antibidtico y que de alguna manera pudieran transferir esta
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resistencia a otras especies bacterianas.

Tabla 13. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas en A.
fulica frente a cefepime.

Porcentaje de Susceptibilidad (%)

Cefepime
Especies S R
E. coli 100 0,0
K. pneumoniae 100 0,0
K. ozaenae 100 0,0
E. aerogenes 100 0,0
E. gergoviae 100 0,0
C. freundii 97,5 2,5
C. amalonaticus 100 0,0
P. mirabilis 90,9 9,1

S: sensible; R: resistente; (%): porcentaje.

Los carbapenems fueron los antimicrobianos con mejor espectro de accion, por eso son los
de eleccion para las infecciones causadas por cepas productoras de BLEE, ya que son
altamente resistentes a la hidrélisis por éstas enzimas, y la penetracion a través de la
membrana es excelente debido a su compacto tamafio molecular (Gildman, et al., 1996).
Casi todas las cepas aisladas se mostraron 100% sensibles frente al imipenem y al
meropenem (Tabla 14). P. mirabilis expres6 10,4% de resistencia ante el imipenem,
probablemente debido a una baja permeabilidad asociada a su dotacion particular de

porinas(Rodriguez et al., 2005).
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Tabla 14. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas en A.
fulica frente acarbapenems.

Porcentaje de Susceptibilidad (%)

Imipenem Meropenem
Especies S R S R
E. coli 100 0,0 100 0,0
K. pneumoniae 100 0,0 100 0,0
K. ozaenae 100 0,0 100 0,0
E. aerogenes 100 0,0 100 0,0
E. gergoviae 100 0,0 100 0,0
C. freundii 100 0,0 100 0,0
C. amalonaticus 100 0,0 100 0,0
P. mirabilis 89,6 10,4 100 0,0

S: sensible; R: resistente.; (%): porcentaje.
La resistencia antimicrobiana de las bacterias aisladas indica que, probablemente, éstas

sean provenientes de contaminacion fecal humana ya que algunos estudios sefialan que
las bacterias provenientes de muestras ambientales generalmente son 100% sensibles a

los antibidticos probados.

Bell et al. (1983) y Mackeonet al. (1995) han establecido que la multirresistencia a
antibidticos le confiere a las cepas ventajas selectivas, y éstas pueden mantener dicha
propiedad por muchos afios en medios de mantenimiento y sin la incorporacion de
antibiotico. En contraste, en un medio donde existe presion hacia la transferencia de
genes de resistencia, como lo son los rios, existe una gran probabilidad de que la
eventual reutilizacion de agua en actividades como la navegacion, recreacion, pesca,
entre otras, permita la llegada de cepas multirresistentesa los animales y al ser humano.
La seleccion y diseminacion en la naturaleza de cepas resistentes a los antibidticos, es
una practica que se debe evadir, con el fin de mantener un balance ecologico que
favorezca el predominio de bacterias susceptibles y asegurar el tratamiento efectivo de

las enfermedades infecciosas humanas.

Con respecto a los resultados de los analisis estadisticos, la comparacién de la frecuencia
de ocurrencia de las especies bacterianas en el musculo y la baba de A. fulica entre

municipios no mostré diferencias significativas seglin la prueba chi cuadrado (P >0,05).
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Todas las bacterias evaluadas, con la excepcion de S. enteritidis, mostraron una
susceptibilidad significativamente distinta a los diferentes antibioticos probados (Tabla
15). Por su parte, la sensibilidad de S. enteritidisa los antibioticos no mostr6 diferencias

significativas entre éstos.

Los resultados de las pruebas a posteriori, demuestran que en las pruebas de
susceptibilidad aplicadas a E. coli, los antimicrobianos expresaron una efectividad
significativamente distinta (Tabla 15); separandose dos grupos: los antibioticos
cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona, mostraron una efectividad significativamente

menor al resto, que se destacaron por su amplia efectividad.

Con respecto a K. pneumoniae, los antimicrobianos expresaron una efectividad
significativamente distinta, pero la prueba a posteriori no pudo ser suficientemente
sensible para separar los grupos (Tabla 15). Puede indicarse al menos que los
antimicrobianos cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona mostraron menor efectividad en
comparacion con los antimicrobianos amikacina, cefoxitina, cefepime, aztreonam,

amoxicilina/acido clavulanico, ciprofloxacina, imipenem ymeropenem.

En K. ozaenae, los antimicrobianos expresaron una efectividad significativamente
distinta, pero la prueba a posteriori no pudo ser suficientemente sensible para separar los
grupos (Tabla 15). Puede indicarse al menos que los antimicrobianos gentamicina,
trimetoprim/sulfametoxazol, cefuroxima, cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona

mostraron menor efectividad en comparacion con el resto.

Los antimicrobianos ensayados en E. aerogenes expresaron una efectividad
significativamente distinta, separandose dos grupos: el antibiotico
trimetoprim/sulfametoxazol mostré una efectividad significativamente menor al resto

que se destacaron por su amplia efectividad (Tabla 15).
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En el caso de E. gergoviae,los antimicrobianos expresaron una efectividad
significativamente distinta, con valores medios a elevados, pero la prueba a posteriori

no pudo separar los grupos (Tabla 15).

Los antibioticos frente aC. freundii, expresaron efectividad significativamente distinta,
separandose dos grupos: trimetoprim/sulfametoxazol y cefotaxima con efectividad

menor al resto, que mostraron valores de efectividad medios a altos (Tabla 15).

Con C. amalonaticus los antimicrobianos expresaron una efectividad significativamente
distinta, con valores medios a elevados, pero la prueba a posteriori no pudo separar los
grupos. Se puede inferir al menos que los antibidticos amikacina, cloranfenicol,
trimetoprim/sulfametoxazol, cefoxitina; cefotaxima, ceftazidima y aztreonam tuvieron

una efectividad menor que el resto (Tabla 15).

Las diferencias en susceptibilidad de P. mirabilis a los diferentes antibidticos fue
altamente significativa, resultando 2 grupos: los antibioticoscefotaxima, ceftazidima y

ceftriaxonamenos efectivos que el resto de los antibidticos. (Tabla 15).

Sin embargo, la susceptibilidad de S. enteritidisa los diferentes antibidticos fue alta y no

difirio significativamente entre ellos (Tabla 15).

Tabla 15. Susceptibilidad de enterobacterias provenientes de la baba y el musculo de A.
fulica a diversos antibioticos.

Bacterias H P

E. coli 258 0,0001
K. pneumoniae 276 0,0001
K. ozaenae 80 0,0001
E. aerogenes 173 0,0001
E. gergoviae 65 0,0001
C. freundii 163 0,0001
C. amalonaticus 42 0,0001
P. mirabilis 349 0,0001
S. enteritidis 10 0,15

H: valor  estadistico de  Kruskal-Wallis; P: probabilidad de  cometer  error.
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CONCLUSIONES

Se identificaron 9 especies de enterobacterias con aislamiento mayor a 10°UFC en los

diferentes municipios, lo queconstituye un indice de contaminacion fecal.

El porcentaje de aislamiento de enterobacterias fue mayor en el musculo que en la baba

del caracol.

Las enterobacterias con mayores porcentajes de aislamiento fueron E. coli, K.

pneumoniaey E. aerogenes.
Se aislo un 1,3% de S. enteritidisen los municipios Andrés Mata, Andrés Eloy Blanco,
Rivero y Mejia,Jo que constituye una alarma en la salud publica ya que esta

enterobacteria esresponsable de una gran incidencia de enfermedades gastrointestinales.

Probablemente parte de la flora presente en el caracol proviene del habitat donde se

desarrolla.

Todas las especies aisladas mostraron una amplia sensibilidad a los carbapenems y a

cefepime.

La mayoria de las especies mostraron resistencia a las cefalosporinas de tercera

generacion.

La resistencia antimicrobiana de las bacterias aisladas indica que, probablemente, éstas

sean provenientes de contaminacion fecal humana.

Los hallazgos del presente trabajo sugieren que las bacterias presentes en el ambiente

pueden contribuir al emergente problema de la diseminacion de la resistencia antibidtica.
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RECOMENDACIONES

Prevencion y/o control de entrada de nuevas especies de moluscos.

Erradicacion de algunas especies ya establecidas.

Difundir los resultados de esta investigacion a las autoridades sanitarias de la region para
establecer estrategias de accion que conlleven a evitar la afectacion de la salud de los

pobladores en los municipios perturbados por la propagacion del caracol.

Debido a la importancia que tiene Salmonella en la incidencia de enfermedades
gastrointestinales, se hace necesaria su vigilancia en el medio ambiente para lo cual es
preciso desarrollar estudios que faciliten el aislamiento, identificacion y diferenciacion

de estirpes patogénicas en ambientes naturales.

Realizar otros ensayos que permitan detectardistintos tipos de microorganismos

presentes en el caracol que puedan ser patogenos al hombre.

La vigilancia es fundamental como estrategia de contencion de la resistencia
antimicrobiana, permitiendo: detectar patrones de cambios de sensibilidad a resistencia,
implementar medidas de control en el uso de antimicrobianos, previniendo Ila
diseminacion de cepas bacterianas resistentes y multirresistentes y evaluar el impacto de

las intervenciones.
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