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RESUMEN

Se evaluaron los patrones de resistencia a antibiéticos a través del analisis
discriminante en cepas de E. coli. Se estudiaron cinco playas en el Estado
Nueva Esparta durante tres meses, a las cuales se les determinaron in situ las
caracteristicas fisico-quimicas, enumeracion de Coliformes Totales (CT) y
Coliformes Fecales (CF) por el método del Niamero Mas Probable en caldo
fluorocult-Merck. De los tubos positivos se realizé la siembra en medios
selectivospara el aislamiento de E. coli y se identific6 mediante pruebas
bioquimicas y pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (difusion en agar) y
confirmacion de [-lactamasas de amplio espectro (BLEA) y B-lactamasas de
espectro expandido (BLEE) (doble disco combinado); asi mismo, se determiné
la concentracion minima inhibitoria (CMI) a las cepas resistentes a ampicilina y
cefalotina; siguiendo los lineamientos del CLSI. Se realiz6 la extraccion de ADN,
empleando el kit de Purificacion de ADN Wizard Genomic (Promega) para la
extraccion y la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
amplificacion de genes de resistencia blasnv y blarew. Todas las playas
mostraron caracteristicas fisicoquimicas tipicas de la columna de agua de un
ambiente marino. Se aplico el Analisis Discriminante para clasificar las fuentes
(humana y animal) de contaminacion fecal. El valor mayor para CTy CF
correspondio a Punta de Piedras (CT: 5064,1 NMP/ 100 ml; CF: 2122,37
NMP/100ml). Se aislaron 26 cepas las cuales mostraron resistencia a uno o
mas antibidticos: 73,08% de resistencia a ampicilina, cefalotina y piperacilina.
Las cepas resultaron 100% sensibles a amoxicilina &cido clavulanico, ampicilina
sulbactan, cefoxitin, cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime, cefepime, imipenen,
meropenen y aztreonam. 19 cepas fueron productoras de BLEA, y 17 de ellas
mostraron amplificaciones para el gen blarenm, El analisis discriminante determiné
gue las 26 cepas aisladas se ajustaban al comportamiento de cepas de origen
clinico, por lo cual se puede deducir que la fuente de contaminacién es de
origen humano, obteniéndose una tasa correcta de clasificacion entre 75y
84,6%, ratificandose como una valiosa herramienta en la clasificacién de origen
de fuentes de contaminacion fecal. Por primera vez se reporta la presencia de
cepas de E. coli, con perfil de resistencia a antibioticos por produccion de
enzimas BLEA y presencia del gen blarem €n zonas costeras del estado Nueva
Esparta demostrando que la resistencia adquirida a los antimicrobianos
constituye un problema de salud publica y ambiental que debe ser vigilado para
evitar que se perjudique la relacion medio ambiente-salud. La presente
investigacion, sienta las bases para un nuevo enfoque en el campo de
investigacion del origen de fuentes de contaminacion de aguas costeras en
nuestro pais.



INTRODUCCION

La contaminacion de las zonas costeras representa un grave problema
ambiental, ya que ocasiona dafios econdémicos, turisticos y a la salud publica,
disminuyendo su calidad sanitaria. En su mayoria, los desechos que se
producen en la tierra, especialmente, por el desarrollo humano, son vertidos al
medio acuatico mas cercano, en este caso al mar (Campos et al., 1986;
Parveen et al., 2001; Galv, 2003; Vantarakis et al., 2006).

Se debe considerar que hay tres fuentes principales de contaminacion fecal
humana del agua de mar: desagiies domésticos, descargas de rios y otros
cursos de agua, y directamente del bafista (Ifiguez et al., 2007). Para evaluar
la calidad microbiana del agua de mar, existen guias y normas de calidad que
utilizan microorganismos indicadores, los cuales, indirectamente, sugieren la
presencia potencial de microorganismos patdgenos. La estimacion de las
bacterias del grupo de los coliformes en los cuerpos de agua se ha utilizado a
nivel mundial durante varias décadas como indicadoras de su calidad
bacteriologica. En Venezuela se han seguido las tendencias internacionales en
ese sentido, estableciéndose los limites permitidos en diferentes leyes y
decretos, especificamente las normas para la clasificacion y control de calidad
de los cuerpos de agua y vertidos o efluentes liquidos, en Gaceta Oficial bajo el
numero 883, de afio 1994 (aun en vigencia), donde las aguas tipo 4 (destinadas
a balnearios, deportes acuaticos, pesca deportiva, comercial y de subsistencia),
qgue incluyen las aguas tipo 4-A destinadas al contacto humano total, definiendo
como limite de aceptabilidad 1.000 NMP/100 mL Coliformes totales 6 200
NMP/100 mL Coliformes fecales como valor maximo en el 90% de una serie de
muestras consecutivas (Vieitez y Baz, 1988; Salas, 1989; Alongi, 1998; Cortés-
Lara, 2003; Dugan et al., 2003; Incera et al., 2003; Vantarakis et al., 2006;
Castafeda et al., 2009).

Las aguas contaminadas con vertidos mineros o industriales pueden



tener pH muy acido. El pH tiene una gran influencia en los procesos quimicos
gue tienen lugar en el agua, actuacion de los floculantes, tratamientos de
depuracion, entre otros. De igual manera, ciertas caracteristicas fisicoquimicas
del agua muestran alteraciones en los procesos de contaminacién de aguas en
zonas costeras: el aumento de la temperatura disminuye la solubilidad de gases
(oxigeno) y aumenta, en general, la de las sales. Aumenta la velocidad de las
reacciones del metabolismo, acelerando la putrefaccion. La temperatura 6ptima
del agua para beber esta entre 10 y 14° C. las centrales nucleares, térmicas y
otras industrias contribuyen a la contaminacion térmica de las aguas, a veces
de forma importante. Las aguas naturales pueden tener pH acidos por el CO;
disuelto desde la atmdsfera o proveniente de los seres vivos; por acido sulfdrico
procedente de algunos minerales, por &cidos humicos disueltos del mantillo del
suelo. La principal sustancia basica en el agua natural es el carbonato calcico
gue puede reaccionar con el CO, formando un sistema tampon
carbonato/bicarbonato (American Health Public Association, 1998; Organizacion
Panamericana de la Salud, 2003; World Health Organization, 2003).

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda para evaluar la calidad
sanitaria de aguas recreacionales y costeras utilizar como indicadores de
contaminacion fecal para aguas costeras a Escherichia coli y enterococos
(World Health Organization, 2003; Vergaray et al., 2007).

Las bacterias coliformes fecales pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, habitan en el tracto gastrointestinal de todos los animales
de sangre caliente, y son los indicadores de contaminacién en aguas que se
utilizan mas comunmente. Se caracterizan por ser de forma bacilar, Gram
negativos, aerobicos y anaerobicos facultativos, no forman esporas y fermentan
la lactosa con produccién de acido y gas. A este grupo pertenecen las bacterias
de los géneros: Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, y Klebsiella (American
Public Health Association, 1998; Harwood et al., 2000).

En particular la bacteria Escherichia coli constituye, aproximadamente,



un 10% de los microorganismos intestinales del hombre y de animales con
sangre caliente, y son los indicadores mas sensibles del grado de
contaminacion en la cercania de los desagies. Debido a esto, se ha utilizado
como indicador biolégico de contaminacion fecal. Estos coliformes fecales estan
asociados a varias condiciones infecciosas en humanos, tales como
gastroenteritis, enfermedades de la piel, vaginitis e infecciones genitales, entre
otras. Sin embargo, no proveen informacion sobre la fuente especifica de
contaminacion fecal, la cual resultaria de gran importancia, debido a que la
materia fecal de fuentes humanas y animales puede ser considerada de alto
riesgo debido a la posible presencia de patdgenos, y la identificacion de la
fuente fecal es necesaria para encaminar los planes de prevencion a
desarrollarse para evitar otras contaminaciones (Borrego et al., 1982; Harwood
et al., 2000; Vantarakis et al., 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud plantea que la determinacion de
enterococos representa un indicador adicional en las pruebas de calidad de
aguas y de la eficiencia del tratamiento, ademas de ser valioso para los
controles corrientes después del tendido de nuevas carierias o cuando se
reparan los sistemas de distribucidén para detectar contaminacion de las aguas
subterraneas o de superficie por las escorrentias (World Health Organization,
2003).

Por estas razones se ha planteado la necesidad de establecer métodos
gue permitan la identificacion de las fuentes de contaminacion fecal. La
contaminacion, con materia fecal, de las aguas naturales no tratadas puede
resultar en un incremento del riesgo de la transmisién de enfermedades en
humanos. El conocimiento de la fuente de contaminacion es un importante
factor para determinar el grado de riesgo. Se han hecho multiples intentos para
desarrollar métodos que permitan determinar las fuentes de contaminacién
fecal. Inicialmente se utilizé la proporcién de los coliformes y enterococos. Una
proporcion alta (>4) indicaba una fuente animal y una proporcion baja (<0,7)



una fuente humana. Se determiné que este método era poco confiable y fue
desechado. También se propuso a los bacteriéfagos como indicadores de la
fuente de contaminacion fecal (American Public Health Association, 1998).
Furuse et al. (1981), observaron que las heces de humanos y animales
contenian diferentes serotipos de colifagos, sin embargo, el uso de esta
observacion fue limitado, debido a que sélo un pequefio porcentaje de las
muestras fecales contenian los fagos. También se han empleado técnicas como
electroforesis de campo pulsante y analisis de diferencia de resistencia a
antibidticos por el uso de Resistencia Mdultiple a Antibidticos (MAR). Sin
embargo, pocos han mostrado altos niveles de especificidad y confiabilidad
(Edberg y Edberg, 1988; Kaspar et al., 1999; Wiggins et al., 1999; Vantarakis
et al., 2006; Baldini y Selzer, 2008).

Luego de numerosos intentos, surgio entre los investigadores la idea de
emplear una técnica estadistica multivariante capaz de aprovechar las
relaciones existentes entre una gran cantidad de variables independientes, para
maximizar la capacidad de discriminacion. Esta técnica, denominada andlisis
discriminante, ayuda a identificar las caracteristicas que diferencian
(discriminan) a dos 0 mas grupos, y a crear una funcion capaz de distinguir, con
la mayor precision posible, a los miembros de uno u otro grupo. La pertenencia
a los grupos, conocida de antemano, se utiliza como variable dependiente. Las
variables en las que se supone que se diferencian los grupos se utilizan como
variables independientes o variables de clasificacion (Huberty, 1994; Stevens,
1996).

El andlisis discriminante ha sido ampliamente utilizado para clasificar las
fuentes de origen de enterococos, coliformes fecales y E. coli aislados de
muestras de aguas superficiales. Cuando el analisis discriminante es empleado
como una herramienta para la identificacién de fuentes microbianas, se utilizan
los perfiles de resistencia a antibiéticos de una base de datos obtenidos de

aislamientos bacterianos de varias especies. Esta biblioteca de fuentes



conocidas es usada para generar un esquema de clasificacion (Kaneene et al.,
2007). El uso de analisis discriminante, basado en patrones de resistencia a
antibioticos en enterococos, para diferenciar fuentes humanas y animales de
contaminacion, fue descrito por primera vez por Wiggins (1996), reportando
mas de 90% y 84% de clasificaciones correctas, respectivamente.

La rapida aparicion y diseminacion de microorganismos resistentes a los
agentes antimicrobianos plantea una amenaza grave y cada vez mayor para la
Salud Publica, siendo un problema creciente en el mundo, que involucra cada
dia nuevas especies bacterianas y nuevos mecanismos de resistencia. El uso
indiscriminado de los antibioticos en practicas médicas, veterinarias y pecuarias
contribuye a la dispersién de bacterias resistentes. Adicionalmente, es comudn
gue los centros de salud, especialmente los hospitales, viertan sus aguas
residuales a la red publica y se constituyan en importantes focos de
contaminacion. La presion selectiva ejercida mediante el uso excesivo de
antibioticos, junto a los diversos mecanismos de transferencia genética que
portan las bacterias, contribuyen cuantiosamente con esta situacion (Hischam y
Finch, 2001; Ferreira Da Silva et al., 2005).

Ademas de las consecuencias para la salud humana la inquietud de la
comunidad cientifica se incremento por la contaminacién de las aguas
superficiales y profundas con microorganismos resistentes como asi también
con residuos de los antimicrobianos o sus metabolitos. A pesar del uso
discriminado de los antibiéticos en medicina humana y veterinaria estos
compuestos recibieron poca atencién en su caracter de contaminantes de
ambientes acuéticos, situacion sorprendente si se considera que a diferencia de
otros compuestos quimicos los antibioticos ejercen una accion directa sobre los
microorganismos que alli se desarrollan, ademas que por su emision continua a
los diferentes compartimentos acuéaticos pueden actuar como contaminantes
persistentes (Alonso et al., 2001).

En los ambientes acuaticos, la transferencia de material genético se



encuentra intimamente relacionada con la actividad bacteriana, la que depende
a su vez de los siguientes factores: disponibilidad de nutrientes, densidad
bacteriana, temperatura, presencia de compuestos que ejerzan presion
antibidtica selectiva y de bacterias que actien como donantes y receptoras. Los
sedimentos y las rocas sumergidas, las plantas de tratamientos de efluentes y
las plantas de tratamiento de agua proveen superficies colonizables donde la
actividad bacteriana y la transferencia de material genético se encuentran

favorecidas (Seveno et al., 2002).

Desde la aparicion de la resistencia a los antimicrobianos en las
bacterias, no ha sido factible su total erradicaciéon y el objetivo estratégico ha
sido la reduccion al maximo de la aparicion y diseminacion de los
microorganismos resistentes y se realce al maximo el empleo eficaz de los
antimicrobianos. La vigilancia es fundamental en cualquier estrategia de control
de la resistencia antimicrobiana, ya que proporciona los datos necesarios para
localizar el problema, controlar su crecimiento y transmisién y determinar el
impacto de las intervenciones. La vigilancia de la resistencia bacteriana se ha
realizado en la mayoria de los casos, con microorganismos aislados de
muestras clinicas; sin embargo, se debe estudiar a las bacterias obtenidas de
muestras ambientales a fin de conocer su posible papel como reservorio de
genes codificadores de resistencia y su capacidad para transferirlos
horizontalmente a los microorganismos patégenos humanos. Existen evidencias
gue dan sustento a la afirmacién de que las bacterias aisladas del ambiente
juegan un papel importante en la diseminacion de la resistencia antimicrobiana
(Smith y Coast, 2002; Junco et al., 2006).

Las enterobacterias han desarrollado diferentes mecanismos de
resistencia, entre ellos se tienen: 1) produccién de enzimas activadoras de
antibiéticos, acetiltransferasas y B-lactamasas; 2) alteracion de los sitios de

PBP (proteinas de union a la penicilina); 3) disminucion de la concentracion



antibidtica, ya sea por impermeabilidad o mecanismo de bombeo hacia el
exterior. Los mecanismos de inhibicion enzimatica han sido ampliamente
estudiados y las B-lactamasas se han caracterizado y clasificado para su
estudio. Particularmente, las B-lactamasas de espectro extendido se
caracterizan porque pueden hidrolizar las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion (Moreno et al., 2009).

La resistencia a antibiéticos -lactAmicos es atribuible
fundamentalmente a la produccion de enzimas B-lactamasas. Se conocen
multiples clases de enzimas pertenecientes a esta familia que pueden
transferirse a través de elementos moviles al cromosoma bacteriano o
mediante genes codificados en plasmidos o transposones. Las -lactamasas de
amplio espectro (BLEA) sélo se determinan en E. coli, Proteus mirabilis,
Shigella spp. Salmonella spp. y Klebsiella spp. Pertenecen al grupo 2b de la
clasificacion segun Bush et al., presentan actividad penicilinasa y
cefalosporinasa, de la clase molecular A, inhibidas por acido clavulanico.
Generalmente son de origen plasmidicas. La cantidad de enzimas depende del
numero de copias del plasmido, del nimero de copias del gen y de la eficiencia
del promotor del gen. Las enzimas mas frecuentes en bacilos Gram negativos
son: TEM-1, TEM-2, SHV-1, etc. (Bush et al., 1995; Howard et al., 2002).

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) constituyen un
alarmante problema en la actualidad, debido a que presentan un amplio
espectro de inactivacion frente a la mayoria de los antibiéticos disponibles. Por
definicion las BLEE son enzimas B-lactamasas producidas por
microorganismos Gram negativos, pertenecen a la clase molecular A o D en
base a la secuencia de aminoacidos, tienen capacidad de hidrolizar
cefalosporinas con un grupo oximino (cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona),
presentan un residuo de serina en el centro activo y, generalmente son
inhibidas in vitro por inhibidores de -lactamasas (Goossens et al.,2001;
Hisham y Finch, 2001; Edelstein et al., 2003; Sturenburg y Mack, 2003; Hujer et



al., 2009).

En los dltimos 20 afios se han incorporado nuevos antibioticos 3-
lactdmicos con la finalidad de ser resistentes a la hidrolisis por las (-
lactamasas. Sin embargo, con cada nuevo antibiético que se emplea en el
tratamiento de los pacientes, han aparecido nuevas B-lactamasas causando
resistencia a este grupo de farmacos. Tan pronto como un medicamento es
introducido para el uso clinico, es identificada una B-lactamasa con la
capacidad de destruir esta actividad (Bradford, 2001). Estas bacterias
resistentes, de origen hospitalario, pueden ser transportadas bajo ciertas
circunstancias al exterior (alimentos, agua de consumo o de bafio, playas y
otros espacios ambientales), lo cual conduce a su recirculacién. Conociendo
gue el deterioro de la calidad sanitaria del agua constituye un riesgo potencial
para la salud humana, debido a la posibilidad de transmisién por via hidrica de
microorganismos causantes de enfermedades, la determinacién de indicadores
bacterianos de contaminacién resulta ser de notable importancia para el
monitoreo de la calidad microbiolégica del agua (Guerra et al., 2006; Baldini y
Selzer, 2009; Gonzalez et al., 2009).

Harwood et al. (2000), realizaron la clasificacién de patrones de
resistencia a antibiéticos de bacterias indicadoras por analisis discriminante,
empleandolo como método predictivo de la fuente de contaminacion fecal en
aguas subtropicales. Moore et al. (2005), evaluaron el analisis de resistencia a
antibioticos y ribotipificacion para la identificacién de fuentes de contaminacion
fecal en aguas urbanas al sur de California.

Debido a que la zona del Mar Caribe representa una economia
tradicionalmente orientada al turismo, se ha cuestionado el efecto de todos los
desechos arrastrados al mar por distintas vias, ejerciendo un efecto directo
sobre la estética de las playas, la aptitud para el uso recreacional, la influencia
sobre el aumento de enfermedades, y sobre la incidencia en la calidad
microbiolégica de los productos obtenidos del mar, y, tomando en cuenta que



los estudios realizados en este campo en nuestro pais son escasos, resulta de
gran importancia e interés conocer la susceptibilidad a antibiéticos, asi como los
genes de resistencia y la identificacion de fuentes de contaminacién fecal,
mediante el uso del andlisis discriminante, en cepas de E. coli aisladas de las

zonas costeras del estado Nueva Esparta.
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METODOLOGIA

Area de estudio

La investigacion se realizo en las zonas costeras del estado Nueva
Esparta, especificamente en las Playas Punta Arenas (10°31'N y 64°24'0),
Costa Azul (10°59'N y 63°46'0), Punta de Piedras (10°33'N y 62°24'0), Playa
El Agua (11°8'N y 63°51'0) y Juangriego (11°5'N y 63°58'0) (figura 1).
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Figura 1. Area de estudio

El periodo de muestreo estuvo comprendido por 3 meses consecutivos,
con intervalos de muestreo de 15 dias. En cada una de las zonas de muestreo
fueron establecidas 2 estaciones, y en cada una de las estaciones se

recolectaron 2 muestras a 1,5 metros de profundidad, alejada de la orilla,

obteniéndose un total de 60 muestras de agua, 12 de cada una de las playas en

estudio.

Las muestras fueron recolectadas en frascos estériles de 250 ml, con las

medidas de bioseguridad necesarias y transportadas bajo refrigeracion en hielo
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(4°C). Las muestras fueron procesadas en un maximo de 6 horas después de
su obtencion, en el Laboratorio de Microbiologia en el Centro Regional de

Investigaciones ambientales (CRIA), en la Universidad de Oriente.

Determinacidn de las Caracteristicas Fisico-Quimicas

Simultdneamente a la recoleccion de las muestras se midieron in situ los
siguientes parametros fisicoquimicos: temperatura, pH, conductividad, salinidad,
sélidos disueltos totales y oxigeno disuelto. Se usé para ello, una sonda
multiparamétrica YSI modelo 600R, conectada a un lector-capturador de datos
YSI 650 MDS.

Enumeracion de coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF) en caldo
Fluorocult-Merck

A partir de las muestras obtenidas se sembraron en caldo Fluorocult (Merck)
de la siguiente manera:

e 3 tubos con 10 ml de caldo fluorocult + 10 ml de muestra.
e 3 tubos con 10 ml de caldo fluorocult + 1 ml de muestra.
¢ 3 tubos con 10 ml de caldo fluorocult + 0,1 ml de muestra.

Posteriormente, se incubaron todos los tubos a 37°C por 24 horas.
Seguidamente, se evalud la presencia de CT por el cambio de color del medio
(viraje a azul); y la presencia de CF por la produccion de fluorescencia azul al
ser sometidos a la luz ultravioleta (UV). La bacteria Escherichia coli, es la Unica
especie perteneciente al grupo de las Enterobacterias que posee la enzima b-D-
glucoronidasa. Esta enzima es capaz de escindir el sustrato 4-metilbeliferil-b-D-
glucorénido (MUG), formando 4-metilumbeliferona. Esta sustancia se
caracteriza por ser fluorescente al iluminarse con luz UV; lo que permite su
deteccion facilmente. Este método ofrece las ventajas de rapidez y facil

deteccion de la presencia de coliformes totales y fecales (Gonzalez et al.,
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2009).
A partir de los tubos positivos se determind el Numero Mas Probable

(NMP) de CT y CF a través de la siguiente férmula:

o
NMP/100= V N® de tubos X 100
Vol. (ml) tubos negativos X Vol. (ml) tubos total con ingculo

La densidad de coliformes se expresé como el Numero Mas Probable de
coliformes (NMP) en 100 ml de agua. EI NMP se ubica en tablas estadisticas de
acuerdo con un codigo formado por la combinacién de tubos positivos y
negativos obtenidos en caldo fluorocult.

Segun las normas para la clasificacion y control de calidad de los cuerpos de
agua y vertidos o efluentes liquidos, establecidos en Gaceta Oficial bajo el
namero 883, de afio 1994, establece las aguas tipo 4 (destinadas a balnearios,
deportes acuaticos, pesca deportiva, comercial y de subsistencia), que incluyen
las aguas tipo 4-A destinadas al contacto humano total, y establece como limite
de aceptabilidad 1.000 NMP/100 mL CT 6 200 NMP/100 mL CF como valor

maximo en el 90% de una serie de muestras consecutivas.

Estudio macroscépico

Para el aislamiento de cepas de Escherichia coli, se realiz6 la siembra
por el método de diseminacion por estrias en placas de agar nutritivo,
McConkey y EMB, utilizando una asada directamente de los tubos con caldo
Fluorocult que presentaron fluorescencia azul, que era indicativo de la
presencia de E. coli, y fueron incubadas por 24 horas a 37°C.

Después del periodo de incubaciéon se procedio a realizar la observacion
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macroscopica de las colonias caracteristicas del género Escherichia, las cuales
se observaron: elevadas, medianas, color crema y mucosas en agar nutritivo,
mientras que, en agar McConkey se presentaron como colonias elevadas,
medianas, mucosas y fermentadoras de lactosa (color fucsia); por otra parte, en
agar EMB se observaron elevadas, medianas, mucosas, de color purpura con
brillo metalico. Las cepas lactosa negativa fueron evaluadas e identificadas

posteriormente.

Identificacion bioquimica

Se procedio a realizar segun la metodologia convencional descrita por
McFaddin, 2000 y Koneman et al., 2008:

- La prueba de oxidasa y catalasa a partir de colonias puras aisladas en

agar nutritivo.
- Reacciéon en Agar TSI (Hierro Triple Azlcar).
- Prueba MIO (motilidad, indol y ornitina).
- Prueba Rojo de metilo.
- Utilizacion del Citrato.

Susceptibilidad Antimicrobiana y Confirmacién de B-lactamasas

Una vez purificadas e identificadas las colonias de E. coli, se procedi6 a
realizar la prueba de sensibilidad antimicrobiana, aplicando el método de
difusién en agar, para el cual se tomaron del agar nutritivo de 3 a 4 colonias
similares del microorganismo en estudio y se suspendieron en un tubocon3 a5
ml de Solucién Salina Fisiologica (SSF) de 2 a 5 horas a 37°C, ajustando el
in6culo al 0,5 de la escala de McFarland. Seguidamente, se procedio a sumergir
un hisopo de algodon estéril dentro de la SSF, quitando el exceso con las
paredes del tubo y se sembro sobre la superficie del agar Mueller Hinton en tres
direcciones diferentes para cubrir todo el medio de cultivo. Se dejaron secar las
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placas durante 5 minutos antes de proceder a aplicar los discos. Una vez
colocados los discos, se incubaron las placas a una temperatura de 35 + 2°C
durante un tiempo de 16 a 18 horas. Al cabo de este tiempo, se realizé la
lectura de los halos de inhibicién con una regla de medicién comun y se
concluyo si el microorganismo era sensible, resistente o de sensibilidad
intermedia, segun los criterios establecidos para esta técnica por el Instituto de
Normas de Laboratorio Clinico, del inglés: Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2011).

Se determiné la susceptibilidad antimicrobiana a las cepas de E.coli
procedentes de las zonas costeras del estado Nueva Esparta, frente a los
siguientes antibidticos: ceftazidima (30 pg), ceftriaxona (30 ug), aztreonam (30
Mg) y cefotaxima (30 pg), ampicilina (10 pg), piperacilina (100 ug), ampicilina
sulbactan (10/10 pg), cefalotina (30 ug), cefoxitin (30 ug), cefepime (30ug),
imipenen (10 pg), meropenen (10 pg) y amoxicilina/acido clavulanico (20/10
Hg).

La cepa de E. coli ATCC 25922 y K. pneumoniae ATCC 700603 fueron

utilizadas como controles en los ensayos de susceptibilidad.

Deteccion de BLEA:

En la placa de agar Mueller Hinton, empleada para el antibiograma, se procedio
a colocar el disco de ampicilina y amoxicilina/acido clavulanico.

Interpretacion: se considero la presencia de BLEA al obtener resistencia a
ampicilina y cefalotina, sensibilidad intermedia a piperacilina y sensibilidad a

amoxicilina/acido clavulanico (CLSI, 2011).

Deteccion de BLEE:
En base a las recomendaciones del CLSI para la determinacién de BLEE, se

procedio a realizar el método de sinergia de doble disco, para el cual se coloco

un disco con un antibidtico B-lactamico (Cefalosporina de 3ra generacion) frente
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a un antibiético que contenia un inhibidor de B-lactamasas (CLSI, 2011).
Interpretacion: se considero la presencia de BLEE al observar deformacion del
halo entre amoxicilina/acido clavulanico y cefotaxima y/o ceftazidima (CLSI,
2011).

Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI)

Para la confirmacion de la resistencia a ampicilina y cefalotina obtenida
por el método de difusion en agar se procedio a realizar la CMI, siguiendo la
metodologia estandarizada por el CLSI (2011), la cual se describe a
continuacion:

Una vez purificadas e identificadas las colonias de E. coli, se procedi6 a tomar
del agar nutritivo de 3 a 4 colonias similares del microorganismo en estudio y se
suspendieron en un tubo con 3 a 5 ml de caldo BHI de 10 a 15 min a 37°C,
ajustando el inéculo al 0,5 de la escala de McFarland. Seguidamente se
procedié a colocar 20uL de la suspension de cada una de las muestras en
placas de agar Mueller Hinton, unas suplementadas con ampicilina y otras con
cefalotina a concentraciones de : 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024 y 2048
ug/mL. Una vez colocadas las muestras, se incubaron las placas a una
temperatura de 35 + 2°C durante un tiempo de 16 a 18 horas. Al cabo de este
tiempo, se observo la inhibicion del crecimiento del microorganismo a cada una
de las concentraciones del antibidtico empleado. Posteriormente, se procedié a

calcular la CMlg y la CMIs, para cada uno de los antibiéticos.

Extraccion de ADN de E. coli

La extraccion de ADN se realiz0 a partir de cepas bacterianas
identificadas bioguimicamente, cultivadas en caldo BHI por 24 horas, a 35°C en
aerobiosis. Para ello se utilizé el kit de Purificacion de ADN Wizard Genomic
(Promega), realizando el protocolo segun las especificaciones del fabricante

gue se detallan a continuacion:
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Se centrifugaron las células provenientes del cultivo en BHI a 5000 g,
descartandose el sobrenadante. Se lavaron con 1 ml de PBS centrifugandose
nuevamente a la misma velocidad anterior. Luego, se agregaron 450 pl de
solucién de lisis de nacleo a la suspension de células y se mezclé suavemente,
luego se incubo a 80°C por 5 minutos, se dejo enfriar a temperatura ambiente
por otros 5 minutos; una vez enfriado, se afiadieron 150ul de solucion
precipitante de proteinas y se mezclé bien en un vértex por 20 segundos, se
incubd en hielo por 5 minutos, posteriormente, se centrifugd a maxima
velocidad (20 000 g) por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se transfirio
cuidadosamente, colocandose en un eppendorf limpio que contenia 600 pl de
isopropanol, se mezclé bien, lentamente, colocandose en la centrifuga a
méxima velocidad (20 000 g) por 15 minutos a 4°C; al terminar, se decanto el
sobrenadante y se agregaron 600 pl de etanol al 70%, centrifugando
nuevamente a maxima velocidad (20000 g) por 3 minutos, se decanto el
sobrenadante y se sec6 a 37°C durante 10 minutos. Posteriormente al secado,
se resuspendid el precipitado en 100 ul de solucion de rehidratacién del ADN y
se incub6 a temperatura ambiente durante 24 horas, para luego guardarlo a
-20°C hasta su uso.

Determinaciéon de Genes de Resistencia blasuv

La amplificacion de ADN se llevo a cabo mediante la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa de genes blasuy, donde se
emplearon los oligonucleétidos siguientes: SHV-1 (5" TTA TAT TCG CCT GTG
TAT TA) y SHV-2 (5' ATG CGC TGT GCT TTG TTAT). La mezcla de la
reaccion se ajusté a un volumen final de 50 pl:5 pl de buffer de
reaccion 10X, 5 pl 25 mM MgCl,, 100 uM de cada deoxinucleésido
trifosfato, 200 pMol del cebador SHV-1, 149 pMol del cebador SHV-2, 3,3 pul
de 3U de Taq polimerasay 4 uldel ADN muestra extraido
previamente. Las PCR se realizaron en un termociclador bajo las condiciones

siguientes: 5 minutos de desnaturalizacion a 96°C, 35 ciclos a temperaturas de
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96, 55y 72°C por 30 segundos para cada temperatura y un ciclo final de 3
minutos a 72°C. El producto de la amplificacion (= 800 bp) se analizé por
electroforesis en gel de agarosa 1%, se tifid con bromuro de etidio (1,0 ug/ml) y
se examind a través de un transiluminador de luz ultravioleta (UV). La corrida

electroforética se llevé a cabo a 120 V con solucién de Tris Borato EDTA, pH=8.

Determinacion de Genes de Resistencia blarew

La amplificacién mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
del gen blarew fue realizado con los primers TEM-F (5'-
ATAAAATTCTTGAAGACGAAA) y TEM-R (5'-
GACAGTTACCAATGCTTAATCA), descritos por Mabilat (1993), los cuales
permitieron amplificar un producto de 1080 pares de base. La mezcla de
reaccion se ajusté a un volumen final de 50 ul: 5 ul de buffer de reaccion 10X, 5
ul 25 mM MgCl,, 100 uM de cada deoxinucledsido trisfosfato (Promega), 93,7
pMol del cebador TEM-F, 159,4 pMol del cebador TEM-R, 0,3 ul de 3 U de Taq
polimerasa (CIGB, Cuba) y 4 pl del ADN muestra extraido previamente. Las
PCR se realizaron en un termociclador, bajo las condiciones siguientes: 5 min
de desnaturalizacion a 95°C, 90s de hibridacion a 54°C y 1 min de extension a
72°C, 30s de desnaturalizacién a 94°C, se repitieron 35 ciclos y una extension
final 5 min a 72°C. Los productos de amplificacién se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 2%, se tifieron con bromuro de etidio (1,0
pug/ml) y se examinaron a través de un transiluminador de luz UV. La corrida
electroforética se llevé a cabo a 120 V con solucién de Tris Borato EDTA, pH=8

(TBE 1X). Empleando un patrén de peso molecular de 100 pb de Axigen.

Analisis de datos
Anéalisis Discriminante
Se utilizé la técnica estadistica multivariante Analisis Discriminante, la

cual permite clasificar sujetos en categorias, basadas en una serie de variables

17



de prueba. La tasa de clasificacion correcta para aislamientos de cada fuente
conocida puede usarse para evaluar las capacidades predictivas de las bases
de datos usadas para el andlisis discriminante. Como una forma de reducir los
datos, el analisis discriminante depende de la computacion de variables
derivadas de n aislamientos (numero de cepas de E.coli) y p variables (13
antibioticos probados) de k grupos (fuentes animal y humana) para separar
distintivamente las fuentes. Se evaluaron las tasas correctas de clasificacion
del origen de fuentes de contaminacion fecal (humano y animal), empleando
para ello el procedimiento PROC DISCRIM en SAS (version 8.2). La exactitud
de la regla de decision es evaluada por la valoracion del porcentaje de
aislamientos de la biblioteca de fuentes conocidas que son correctamente
clasificadas por la regla. Una vez obtenida la regla de decisién con una tasa
aceptable de clasificacion correcta, este modelo puede ser aplicado a
aislamientos bacterianos de aguas superficiales para identificar las fuentes mas
probables de las especies que estén causando la contaminacion fecal en dichas
aguas (SAS/STAT, 1999).

El indice de resistencia multiple a antibidticos se determino de acuerdo al
método descrito por Parveen et al. 1997, permitiendo la clasificacion en 2
grupos: animal y humano, a partir del comportamiento de resistencia a
antibiéticos de cepas de E. coli de origen conocido. Para la realizacion de la
base de datos se emplearon los diametros de los halos de inhibicion para cada
uno de los antibiéticos evaluados en el antibiograma de las 73 cepas de E. coli
aislados de coprocultivos de origen clinico (datos aportados por el Laboratorio
de Bacteriologia del Hospital Central Dr. Luis Ortega de Porlamar) y 10 cepas
de E.coli procedentes de coprocultivos caninos (origen callejero).
Posteriormente se obtuvo una ecuacion discriminante para clasificar los niveles
de origen de las 26 cepas de zonas costeras obtenidas en la presente
investigacion. El resultado se expresé en porcentaje de clasificaciones

correctas.
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Analisis estadistico

Se aplico estadistica de tipo descriptiva para el andlisis de los resultados
y estos fueron expresados en forma porcentual a través de tablas y figuras
(Sokal y Rohfl, 1981).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros Fisicoquimicos:

De un total de cinco playas analizadas en el Estado Nueva Esparta
(Playas Punta Arenas, Costa Azul, Punta de Piedras, Playa El Agua y
Juangriego) durante un periodo de tres meses, cada quince dias, se obtuvieron
12 muestras de agua de cada playa, para un total de 60 muestras, que al ser
analizadas, de acuerdo a las caracteristicas fisico-quimicas de cada una de
ellas, se encontré que todas las playas mostraron caracteristicas fisico-
guimicas tipicas de la columna de agua de un ambiente marino (tabla 1). El
mayor valor promedio para la temperatura corresponde a Costa Azul (30,5°C),

y el menor valor a playa El Agua (27,8°C).

TABLA 1. Pardmetros fisicoquimicos de zonas costeras del estado Nueva
Esparta.

Playa Temperatura | Salinidad | pH 0, Solidos disueltos

"C UPS Disuelto totales
mg/l mg/l

Punta de Piedras 287 36,6 96 9.1 35300
Punta Arenas| 298 336 8.4 58 6119
Juangrieqgo 293 199 87 50 2920
Costa Azul 30,5 194 7.5 49 2036
El Agua 278 3.0 7.8 7.5 6068

Estos resultados son similares a los obtenidos por Marin (2008) y Lopez
et al., 2009, quienes obtuvieron temperaturas promedio de 27,5°C y 27,25°C,
respectivamente, en estudios realizados en playas del estado Nueva Esparta.
De igual manera coinciden con los datos reportados por Herrera 'y Suarez
(2005), obtenidos de playas del litoral caribefio, especificamente en el estado
Falcon, donde la temperatura oscil6 entre 26 y 32°C.

Las temperaturas mas altas probablemente se deben a una mayor

irradiacion solar y al decrecimiento en la intensidad de los vientos alisios, lo cual
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puede favorecer a una cierta estabilidad en la columna de agua, ya que los
procesos de mezcla disminuyen y permiten mantener asi temperaturas
elevadas. Por otra parte, las temperaturas mas bajas estan asociadas a
fendmenos de surgencias que se corresponden con la intensidad de los vientos
alisios que soplan en direcciéon ENE (Marquez, 2003).

El rango de valores para la salinidad fue de 19,4 UPS (Costa Azul) a 36,6
UPS (Punta de Piedras), y se ajustan a los resultados obtenidos por Lopez et
al., 2009, cuyos valores estuvieron comprendidos entre 24,0 y 39,0 UPS en
muestras de aguas y sedimentos de cuatro playas del estado Nueva Esparta.

De igual manera, son similares a los datos descritos por Herrera y
Suarez (2005), con valores de salinidad entre 27,0 y 39,0 UPS de muestras de
zonas costeras en el estado Falcon. Por otra parte, Herrera-Silveira (2006),
reportaron valores de salinidad de 10,0-40,0 UPS en las costas de México,
indicando que estos valores tienen importantes implicaciones en el manejo de
los ecosistemas costeros. Se ha definido que los altos valores de salinidad
suelen asociarse, posiblemente, a una elevada evaporacién ocurrida en la zona,
0 bien, a la ausencia de aportes fluviales y canales que limiten la circulacion del
agua; mientras que los niveles de salinidad mas bajos se deben,
probablemente, al producto de las precipitaciones pluviosas esporadicas y
puntuales (CRIA, 1999).

Los valores de pH oscilaron entre 7,5 (Costa Azul) y 9,6 (Punta de
Piedras), y son similares a los obtenidos por Marin (2008), quienes realizaron
un estudio de la calidad bacteriolégica y fisicoquimica de las aguas de la zona
costera de Las Mercedes, Municipio Tubores, estado Nueva Esparta,
reportando valores de 6,9-8,7; y a los reportados por Herrera y Suarez (2005),
cuyos valores oscilaron entre 7,6 y 8,0, en zonas costeras del estado Falcén.

Segun el Ministerio del Poder Popular para el Ambiente, el pH 6ptimo
para aguas recreacionales marinas, debe estar comprendido entre 6,5y 8,5; sin
embargo, se puede observar que en dos playas, (Punta de Piedras y
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Juangriego) de las cinco en estudio, se obtuvieron valores por encima del rango
(9,6 y 8,7 respectivamente), los cuales, posiblemente estén relacionados a la
presencia de aguas muy productivas, y puede ser indicativo de que el CO;
(producido por la oxidacién de la materia orgéanica y por los procesos de
respiracion) es utilizado por el fitoplancton para la sintesis de la materia
organica a traves del proceso de fotosintesis, es decir, que la fijacion del CO;
por efecto de la fotosintesis disminuye el efecto tampdn o buffer del sistema,
haciéndolo mas alcalino, y por ende podria causar irritacion ocular en los
bafistas (Morales,1995; Alcala, 1999; Lopez et al., 2009).

En relacion al oxigeno disuelto, todas las playas muestreadas cumplieron
con la norma establecida por el Ministerio del Poder Popular para el Ambiente,
(>5,0 mg/l), a excepcién de Costa Azul con un valor de 4,86 mg/l. Esta baja
concentracion de oxigeno disuelto podria relacionarse con la descomposicion
de materia organica por escorrentias y/o excretas proveniente de los bafistas
(Palazén, 2000). En Punta de Piedras se obtuvo el mayor valor para el
parametro solidos disueltos totales, con un valor de 35 300 mg/l, y el menor
valor lo present6 Costa Azul con 2 036 mg/l.

En aguas naturales, en particular las marinas, el contenido de solidos
disueltos totales esta relacionado directamente con la salinidad. Los datos
obtenidos en este estudio se corresponden con los obtenidos por otros
investigadores, y en general, se puede decir que los valores registrados de los
pardmetros estimados corresponden a las condiciones habituales del medio
ambiente marino costero, no encontrdndose una relacion significativa entre los
aislamientos bacterianos con las variables fisicoquimicas (CRIA, 1999; Lopez,
2002; Marin, 2008; Lopez et al., 2009).

Enumeracion de CTy CF

En la tabla 2 se presentan los valores promedios de CT y CF

provenientes de las playas muestreadas, observandose el mayor promedio,
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tanto para CT como para CF en Punta de Piedras (CT: 5064,2 NMP/ 100 ml;
CF: 2122,4 NMP/100ml), encontrandose fuera de los valores de referencia
establecidos en Gaceta Oficial. La contaminacién fecal encontrada en esta
playa, probablemente es debida a la descarga directa al mar de aguas
residuales domésticas de la poblacion, la cual no cuenta con sistemas cloacales
aptos para la eliminacién por bafistas, quienes proveen una alta cantidad de
desperdicios.

Las playas Punta Arenas, Juangriego y Costa azul presentaron valores
dentro del rango de referencia. Resultados similares fueron obtenidos por Marin
(2008), con valores de CT entre 0-100.000 NMP/100 ml y CF entre O-
10.000NMP/100 ml; y difieren de los descritos por Lopez et al., 2009, quienes
reportaron de 0-800 NMP/100 ml para CT, ambos en estudios realizados en

diferentes zonas costeras del estado Nueva Esparta.

Tabla 2. Numero Mas Probable de coliformes totales y fecales de zonas
costeras del estado Nueva Esparta.

Coliformes totales Coliformes fecales
Playa (NMP/100ml) (NMP/100ml)

X X
Punta de Piedras 5064,2 2122,4
Punta Arenas 734,1 135.59
Juangriego 195.2 43.87
Costa azul 830,1 75,39
El Agua 0 0

Por otra parte, en Playa El agua no se evidencié la presencia de CT y CF
durante los muestreos realizados, a pesar de ser una de las playas de mayor
extension costera y gran desarrollo turistico, probablemente motivado a la
actividad del fuerte oleaje, caracteristico de dicha playa, lo cual conlleva a un
mayor arrastre de aguas y sedimentos, por lo que se dificulta el crecimiento y
establecimiento de especies bacterianas.

Los indicadores fecales han sido utilizados progresivamente alrededor del
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mundo como una herramienta primaria en el estudio de riesgos basados en
contaminacién microbiologica, debido a su facil deteccion, enumeracion y
rapidez (Yan y Sadowsky, 2007). Los ambientes marino-costeros estan sujetos
a procesos continuos de contaminacion por aguas servidas debido al aumento
de la poblacion a nivel mundial y al incremento en la demanda de los recursos
marinos para usos turisticos (PNUMA, 2003). Todas las zonas costeras
seleccionadas para este estudio funcionan como areas de amortizacion para
las actividades de esparcimiento y recreacion de residentes y visitantes
nacionales e internacionales, en las cuales se ha reflejado la demanda
creciente de desarrollos turisticos y hoteleros para satisfacer las necesidades
de las poblaciones urbanas, afectando ecosistemas marinos de gran
importancia y fragilidad, que comienzan a verse afectados por la intervencion
humana.

A la par del desarrollo urbanistico se ha hecho notable la carencia de plantas
de tratamiento para las aguas residuales generadas, las cuales se vierten
directamente a los cuerpos de aguay, en la mayoria de los casos, al mar. Todo
lo anteriormente expuesto, permite concluir que la enumeracion de indicadores
bacterianos en los ecosistemas marinos es de gran relevancia porque permite
estimar su calidad bacteriol6gica y su potencial de riesgo para la salud publica

por el uso de las aguas con fines turisticos (lfiiguez et al., 2007).

Aislamiento de cepas de E. coli

En la tabla 3 se muestra el nimero de cepas de E. coli aisladas a partir
de 60 muestras de agua recolectadas de las zonas costeras del estado Nueva
Esparta, donde se puede apreciar que el mayor porcentaje de cepas aisladas
corresponde a Punta de Piedras (46,2%). Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Lépez et al., 2009, quienes aislaron entre 25,6 y 41,4 % de cepas
de E. coli provenientes de 92 muestras de agua de mar de cuatro playas del

estado Nueva Esparta y esta estrechamente relacionado con los valores
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obtenidos para CF, los cuales duplican el valor maximo permitido para este tipo
de playas; mientras que para Playa El agua no se obtuvo ningun aislamiento de
E. coli, lo cual indica que estd completamente apta para su uso recreacional, de
acuerdo a los lineamientos establecidos por el Ministerio del Poder Popular para
el Ambiente y en Gaceta Oficial.

Tabla 3. Distribucion de cepas de E. coli aisladas, provenientes de las playas
en estudio.

Playa N° de cepas %
Punta de Piedras 12 46,1
Punta Arenas 4 15,4
Juangriego 6 23,1
Costa Azul 4 15,4
Total 26 100

De igual manera los resultados coinciden con los obtenidos por Alhaj et
al., 2007, quienes reportaron 61,2% de cepas de E. coli aisladas de diferentes
fuentes de origen en Malaysia. La identificacion de E. coli es considerada una
de las determinaciones mas importantes en la evaluacion de la calidad
microbiolégica de los cuerpos de agua, como indicador de contaminacion fecal
(Meyer et al., 2005).

Ensayo de susceptibilidad antimicrobiana.

La figura 2 muestra los resultados de susceptibilidad antimicrobiana de
las 12 cepas de E. coli aisladas de Playa Punta de Piedras, estado Nueva
Esparta, observandose que todas muestran resistencia a uno 0 mas
antibiéticos, cuyos mayores porcentajes corresponden a ampicilina (83%),
cefalotina (83%), y piperacilina (67%); y presentaron 100% de sensibilidad a los

antibioticos: amoxicilina acido clavulanico, ampicilina sulbactan, cefoxitin,
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cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime, cefepime, imipenen, meropenen vy

aztreonam.
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AM: ampicilina; PIP: piperacilina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; SAM: ampicilina
sulbactam; CF: cefalotina; FOX: cefoxitin; CTX: cefotaxime; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima;

FEP: cefepime; IMP: imipenem; MEM: mereopenem; ATM: aztreonam.

Figura 2. Distribucién porcentual de la susceptibilidad antimicrobiana en cepas
de E. coli aisladas de Playa Punta de Piedras, estado Nueva Esparta.

La figura 3 muestra los resultados de susceptibilidad antimicrobiana de
las cepas de E. coli aisladas de Playa Punta Arenas, estado Nueva Esparta,
observandose que todas muestran resistencia a uno o mas antibiéticos, cuyos
mayores porcentajes corresponden a ampicilina, cefalotina y piperacilina con
un 50% cada una; y mostraron 100% de sensibilidad a los otros 10 antibioticos

empleados.
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AM: ampicilina; PIP: piperacilina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; SAM: ampicilina
sulbactam; CF: cefalotina; FOX: cefoxitin; CTX: cefotaxime; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima;

FEP: cefepime; IMP: imipenem; MEM: mereopenem; ATM: aztreonam.

Figura 3. Distribucion porcentual de la susceptibilidad antimicrobiana en cepas
de E. coli aisladas de Playa Punta Arenas, estado Nueva Esparta.

La figura 4 muestra los resultados de susceptibilidad antimicrobiana de
las cepas de E. coli aisladas de Playa Juan Griego, estado Nueva Esparta,
observandose que todas muestran resistencia a uno o mas antibiéticos, cuyos
mayores porcentajes corresponden a ampicilina, cefalotina y piperacilina con
67% cada una; y mostraron 100% de sensibilidad al resto de los antibi6ticos
empleados.
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AM: ampicilina; PIP: piperacilina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; SAM: ampicilina
sulbactam; CF: cefalotina; FOX: cefoxitin; CTX: cefotaxime; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima;

FEP: cefepime; IMP: imipenem; MEM: mereopenem; ATM: aztreonam.

Figura 4. Distribucion porcentual de la susceptibilidad antimicrobiana en cepas
de E. coli aisladas de Playa Juangriego, estado Nueva Esparta.

La figura 5 muestra los resultados de susceptibilidad antimicrobiana de
las cepas de E. coli aisladas de Playa Costa Azul, estado Nueva Esparta,
observandose que el 75% de las muestras presentan resistencia a ampicilina,
cefalotina y piperacilina; presentando 100% de sensibilidad al resto de los

antibioticos empleados.
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AM: ampicilina; PIP: piperacilina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; SAM: ampicilina
sulbactam; CF: cefalotina; FOX: cefoxitin; CTX: cefotaxime; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima;

FEP: cefepime; IMP: imipenem; MEM: mereopenem; ATM: aztreonam.

Figura 5. Distribucidn porcentual de la susceptibilidad antimicrobiana en cepas
de E. coli aisladas de Playa Costa Azul, estado Nueva Esparta.

De las 26 cepas de E. coli aisladas en las muestras de aguas estudiadas,
19 de ellas (73,07%) resultaron resistentes a ampicilina y cefalotina, y
sensibilidad intermedia a piperacilina, mientras que el 100% mostro
sensibilidad a los otros 10 antibiéticos empleados. Estos resultados orientan a
gue el fenotipo de resistencia a ampicilina y cefalotina se produzcan
posiblemente por la produccién de B-lactamasas plasmidicas de Clase A o
BLEA. Se verificaron los resultados obtenidos por el método de difusion en
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agar, aplicando el método de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) a todas
las cepas, confirmando por esta Ultima técnica la resistencia del 73,07% de las
cepas de E. coli, lo cual conlleva a concluir que las mismas son productoras de
B-lactamasas plasmidicas Clase A o BLEA, ya que éstas confieren resistencia
a dichos antibidticos, y las mismas presentan una hiperproduccion de esta
enzima, pues una hiperproduccion de (-lactamasas conlleva resistencia a
cefalosporinas de primera y segunda generacion (excepto cefoxitin) y con
frecuencia sensibilidad discretamente disminuida a la asociacion amoxicilina-
acido clavulanico. Las cepas portadoras de estas enzimas mantienen su
sensibilidad a monobactamas y carbapenemas, y cuando no estan
hiperproducidas mantienen su sensibilidad a cefalosporinas (Navarro et al.,
2002).

El crecimiento del 90% de las cepas bacteriana fue inhibido por una
concentracion de ampicilina de CMI90: 64 pug/mL, y la concentracion que inhibid
el 50% de las mismas fue de CMI50: 8 pyg/mL; mientras que para cefalotina, la
CMI90 fue 64 pg/mL y la CMI50 8 pug/mL.

Harwood et al., 2000, describen que la resistencia a multiples clases de
antibiéticos es comun en coliformes fecales aislados de humanos y animales.
La presiodn selectiva impuesta por la flora comensal gastrointestinal de animales
y humanos por el uso excesivo de antibiéticos a nivel clinico, resulta en la
aparicion de patrones de resistencia a antibioticos que reflejan alguna
extension de la exposicion de la microflora a dichos antibidticos. Sin embargo,
se ha descrito que E. coli no presenta resistencia natural a ninguno de ellos, a
pesar de ser portadora de una betalactamasa cromosémica de clase C de
Ambler que en su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo, y no
confiere resistencia de relevancia (Livermore, 1995), lo cual ratifica aun mas la
importancia de los resultados obtenidos en la presente investigacion.

El porcentaje de resistencia encontrado en las cepas de E. coli

provenientes de zonas costeras del estado Nueva Esparta fue mayor al
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esperado, y esto puede ser interpretado como un indicador de las
consecuencias ambientales del uso irracional de antibioticos en practicas
médicas y veterinarias y de la contaminacién de las fuentes de agua con estos
compuestos.

Los resultados obtenidos coinciden en gran parte con los reportados por
Castafeda et al., 2009, quienes evaluaron la susceptibilidad a antibiéticos de
bacterias indicadoras de contaminacién fecal aisladas de aguas y sedimentos
marinos de playas de la Isla de Margarita, obteniendo un elevado porcentaje de
resistencia a la ampicilina (100%).

Harwood et al. (2000) y De la Parte-Pérez (2001), describieron que la
resistencia a la ampicilina se ha mantenido a lo largo de décadas en cifras
superiores al 90%, resefiando que se han detectado cifras significativas de
cepas de coliformes fecales de origen humano resistentes a diferentes
antibioticos de la familia de los p-lactamicos, entre ellos la ampicilina.
Vantarakis et al. (2006) reportaron 89,7% de cepas resistentes a la ampicilina y
80,9% resistentes a la cefalotina, datos que se ajustan a los obtenidos en la
presente investigacion.

Por su parte, Watkinson et al. (2007), informaron que los porcentajes de
resistencia en E. coli recuperadas de ambientes acuaticos en Argentina fueron
15% para ampicilina y 14% para cefalotina, los cuales difieren de los obtenidos
en este estudio; sefalando que la presencia ubicua de los antimicrobianos
incorporados en diferentes habitats, ha perturbado el delicado balance de los
microorganismos en el ambiente, conllevando a que gérmenes con variados
grados de resistencia, tanto patbgenos como no patégenos, hayan reemplazado
los microorganismos sensibles.

Las bacterias resistentes a antibiéticos, provenientes del tracto
gastrointestinal humano, pueden llegar al ambiente a través de las aguas de
desecho, donde los microorganismos resistentes a antibiéticos y sus residuos

son excretados. Aunque la mayoria de las personas consideran que el medio
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ambiente se encuentra libre de contaminacion, las aguas no tratadas
generalmente desembocan en las playas y otras fuentes de agua naturales, lo
gue conduce a la exposicién de las poblaciones bacterianas a cualquier agente
antimicrobiano, y puede conllevar a la resistencia a otros agentes, sin la
necesidad de una exposicion previa. Todo esto incrementa el potencial impacto
de los residuos de antibiéticos en ambientes acuaticos que se ha mantenido en
ascenso durante los dltimos afios (Alhaj et al., 2007; Zhang et al., 2009).

Los hallazgos del presente trabajo nos sugieren que las bacterias de los
ambientes acuaticos de las zonas costeras del estado Nueva Esparta, pueden
contribuir al emergente problema de la diseminacién de la resistencia

antibidtica, conllevando a efectos irreversibles en el medioambiente.

Deteccion fenotipica de B-lactamasas

La figura 6 muestra los resultados obtenidos para la deteccion fenotipica
BLEA y BLEE en cepas de E. coli aisladas de zonas costeras del estado Nueva
Esparta, obteniéndose 83% de BLEA positiva para las cepas correspondientes
a Punta de Piedras, 50% en el caso de Punta Arenas, 67% en Playa Juangriego
y 75% en el caso de Costa Azul.

Las cepas de E. coli aisladas en las zonas costeras del estado Nueva

Esparta no mostraron un perfil de resistencia caracteristico de cepas

productoras de BLEE, es decir, no hubo hidrdlisis de los [-lactamicos de amplio
espectro como las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion y
monobactamicos, pero a pesar de ello, es relevante destacar la importancia
ambiental que tiene el aislamiento, identificacion y deteccion de resistencia de
cepas ambientales, ya que existe el riesgo de diseminacion de especies
bacterianas a la poblacién por la utilizacién de estos espacios recreativos
(Navarro et al., 2002).

Los B-lactamicos son los antibiéticos mas ampliamente usados y la

resistencia a éstos implica una severa amenaza debido a que ellos tienen baja
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toxicidad y son empleados para tratar un amplio rango de infecciones
(Livermore, 1996). Los mecanismos de resistencia a -lactamicos incluyen la no
accesibilidad de los antibiéticos a sus enzimas blanco, modificaciones de los

blancos enzimaticos y/o desactivacion de los antibiéticos por B-lactamasas.
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Figura 6. Deteccion fenotipica de B-lactamasas en cepas de E. coli aisladas de
zonas costeras del estado Nueva Esparta.

Actualmente, en nuestro pais no se cuenta con datos publicados acerca
del comportamiento de la resistencia a antibioticos mediada por enzimas 13-
lactamasas en cepas aisladas de muestras ambientales, debido a que la
mayoria de las investigaciones, en general, han estado enfocadas a muestras
de origen clinico (Paterson y Bonomo, 2005, Perozo et al., 2007; Albarado et
al., 2009; Garza- Ramos et al., 2009; Perozo y Castellano, 2009; Sharma et al.,
2010). Sin embargo, considerando las numerosas evidencias que soportan que
la resistencia de cepas clinicas esta intimamente asociada con la resistencia de
bacterias de origen ambiental, queda clara la necesidad de investigar mas

ampliamente los microorganismos ambientales, incluyendo los no patdégenos
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(Tatavarthy et al., 2006; Prabhu et al., 2007; Abriouel et al., 2008; Zhang et al.,
2009).

Asi mismo, microorganismos resistentes han sido aislados de aguas
continentales, costeras, subterraneas, sedimentos, lagunas y otros cursos de
agua, pudiendo afirmarse que la resistencia antibiotica esta ampliamente
diseminada en el medio ambiente y debe ser considerada como un fenébmeno
genético global (Seveno et al., 2002; Schwarts et al., 2003; Zhang et al., 2009).

Se han identificado mas de 400 B-lactamasas distintas, codificadas por
genes de resistencia a antibidticos (bla), y las enzimas que median la
resistencia de un amplio rango de B-lactamicos incluyendo penicilinas y
cefalosporinas (Li et al., 2007), comportamiento observado en los resultados
obtenidos en la presente investigacion.

La adquisicion de B-lactamasas plasmidicas de clase A, o B-lactamasas
de amplio espectro, como TEM-1, TEM-2 y SHV-1, es responsable de la
resistencia a aminopenicilinas y de la sensibilidad disminuida o intermedia a
ureidopenicilinas. Las cepas portadoras de estas enzimas mantienen su
sensibilidad a cefalosporinas, monobactamas y carbapenemas. Sin embargo,
una hiperproduccién de estas enzimas conlleva resistencia a cefalosporinas de
1° generacioén (cefalotina en el caso particular de este estudio) y con frecuencia
sensibilidad discretamente disminuida a la asociacion amoxicilina-acido
clavulanico (Mir¢ et al., 1998; Garcia et al., 2005).

Identificacion de genes de resistencia blaswvy blarem €n cepas de E. coli
aisladas de zonas costeras del estado Nueva Esparta.

La figura 7 muestra la electroforesis en gel de agarosa de los genes
blaswv, en cepas de E. coli aisladas de zonas costeras del estado Nueva
Esparta, evidenciandose que ninguna de las cepas aisladas presenta
amplificado para el gen en estudio. Es importante resaltar que en nuestro pais

no existen datos publicados de genes de resistencia que permitan compararlos

34



con los obtenidos en la presente investigacion, debido a que los estudios han
sido enfocados principalmente a aislados de muestras clinicas. (Araque et al.,
2001; Torres et al., 2006; Guzman y Alonso, 2009).

MCPCN12 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 1920 212223242526
[ [ ]

800 pb

100 pb

100 pb

Figura 7. Productos de amplificacién utilizando los primers blaSHV-1y
blaSHV-2, que amplifican la region especifica para el gen blasav (= 800 bp). M:
marcador de peso molecular 1500 pb; CP: control positivo, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603. Del 1 al 26: muestras; CN: control negativo.

Zhang et al. (2009), realizaron un andlisis de los genes de resistencia a
antibioticos en aguas ambientales, debido a que las bacterias portadoras de
estos genes pueden ingresar al medio acuatico ya sea directamente por
descargas de aguas residuales no tratadas a través de sistemas de recoleccion
de aguas de desecho, reportando que los genes los mas predominantes para
E. coli aislados de distintas fuentes de agua (aguas de desecho de hospitales,
produccién animal, naturales marinas y sedimentos) fueron tet B y blarem.1, no
encontrandose genes blashy, l0 cual coincide con los datos reportados en la
presente investigacion.

Sin embargo, se han identificado una amplia variedad de genes bla, en
cepas provenientes de lagunas, aguas de granjas, aguas marinas y sedimentos,

estos compartimientos ambientales funcionan como reservorios de genes de
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resistencia asociados a -lactamasas. Los genes bla pueden algunas veces
coexistir con otros determinantes de resistencia antimicrobiana y pueden estar
asociados con elementos genéticos moviles, incrementando la posibilidad de
resistencia a multiples drogas y su diseminacion ambiental (Dalsgaard et al.,
2000; Schwartz et al., 2003; Szczepanowski et al., 2004; Volkmann et al., 2004;
Srinivasan et al., 2005; Antunes et al., 2006; Poppe et al., 2006; Jacobs y
Chenia, 2007; Taviani et al., 2008).

Es importante resaltar que, independientemente de los resultados
negativos obtenidos en el presente estudio para genes blasny, existe una
resistencia marcada a los antibiéticos ampicilina y cefalotina, asi como una
sensibilidad disminuida a la piperacilina, hecho que no puede pasar
desapercibido, debido a que, probablemente, otros genes de resistencia
podrian estar involucrados en el comportamiento de estas cepas provenientes
de zonas costeras. Este tipo de estudios puede contribuir de manera
significativa al entendimiento de la resistencia a antibiéticos en ambientes
acuaticos y los potenciales riesgos ambientales que pueden afectar la salud de
las personas expuestas a tales condiciones (Watkinson et al. 2007).

Posteriormente, a las 19 cepas de E. coli productoras de BLEA aisladas
de muestras de zonas costeras del estado Nueva Esparta, se les realizo la
deteccion del gen blarem, mediante PCR, observandose en la figura 8 las
amplificaciones de 1080 pb correspondientes a este gen, tanto en el control
positivo ubicado en el pozo identificado CP, como en las muestras evaluadas
(pozos del 1 al 19).

Con respecto a las amplificaciones realizadas a las cepas de E. coli, se
puede observar que 17 de las 19 cepas analizadas (89,47%), mostraron
amplificaciones de 1080 pb con los primers especificos para el gen blarewm, lo
que permite demostrar que las cepas de E. coli productoras de BLEA aisladas

de zonas costeras del estado Nueva Esparta son portadoras del gen blarew.

36



1000 pb

500 pb
200 pb

100 pb

Estos resultados eran de esperarse, debido a que E. coli presenta una mayor
frecuencia del gen blarem €n lugar de otros tipos de genes que confieren
resistencia por produccion de BLEA.

M CPCN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18 19

Figura 8. Productos de amplificacion utilizando los primers blaTEM-R y
blaTEM-F, que amplifican la region especifica para el gen blarem (1080 pb). M:
marcador de peso molecular 1500 pb; CP: control positivo, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603. Del 1 al 19: muestras; C-: control negativo.

No se encontraron datos reportados referentes a la determinacion del
gen blarem €n muestras de aguas de playa o zonas costeras en nuestro pais,
pero si en otros paises como Hong Kong, donde Zhang et al. (2009), realizaron
un analisis de los genes de resistencia a antibioticos en aguas ambientales,
reportando que los genes los mas predominantes para E. coli aislados de
distintas fuentes de agua fueron tet B y blarem. De igual manera, en un estudio
realizado en Canada, se determind la presencia de genes que confieren
resistencia a ampicilina a cepas de E. coli aisladas de aguas recreativas, siendo
el mas predominante el gen blawem €n 4,9% (Hamelin et al. 2006).

Durante los ultimos afios ha sido significativo el aumento de la resistencia

de los diferentes gérmenes causantes de infecciones importantes, como es el
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caso de E. coli, a través de diversos mecanismos. Sin embargo, existen
reportes de estudios de resistencia y moleculares obtenidos en aislados de
muestras hospitalarias y clinicas en nuestro pais y en distintas partes del
mundo, revelando la importancia y la necesidad de lograr tratamientos
oportunos y certeros de estas cepas resistentes, a fin de evitar futuras
complicaciones en la vida del paciente. (Perozo et al., 2007; Albarado et al.,
2009; Garza- Ramos et al., 2009; Perozo y Castellano, 2009; Sharma et al.,
2010)

Hugo (2006), demostré la presencia de genes blasuy, blaem Y blacrxw €en
bacterias multirresistentes aisladas en diferentes regiones de Venezuela (en
pacientes con infecciones nosocomiales del Hospital Universitario de Caracas,
en cepas provenientes de 4 centros de salud de la zona Metropolitana de
Caracas y en cepas aisladas de los Embalses Pao-Cachinche), reportando que
las cepas presentaron 30% de incidencia para el gen blawem y 10% para el gen
blasnv en las cepas aisladas de los embalses, concluyendo que la prevalencia
de estas cepas bacterianas puede deberse al uso indiscriminado y
diseminacion de la resistencia, bien a que estos antibioticos no sean
funcionales para combatir las infecciones causadas por las bacterias, asi como
fallas en las politicas del sistema de salud.

Por otra parte, Torres et al., 2006, en 8 centros hospitalarios de la zona
Metropolitana de Caracas, evaluaron la presunta produccion de BLEE en
Enterobacterias, con la finalidad de determinar los tipos de enzimas circulantes
en estos centros, demostrando la presencia de BLEE tipo TEM, SHV y CTX-M,
asi como también, 32,2% de genes tipo TEM correspondientes a las BLEA
TEM-1vy 2.

Resulta de gran interés e importancia la busqueda y analisis de la
resistencia bacteriana en las cepas provenientes de zonas costeras, ya que
ésta puede conllevar a la ruptura del equilibrio de la relacion ambiente-salud, ya

gue queda demostrado, no solo con la presente investigacion, sino con reportes
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a nivel mundial que la adquisicion de resistencia antimicrobiana de cepas
provenientes de espacios ambientales constituye un problema de salud publica
y ambiental que debe ser vigilado y monitoreado por los organismos
competentes, para asi establecer criterios de saneamiento en las zonas que lo
requieran y politicas de uso racional de antimicrobianos en ambientes

intrahospitalarios.

Analisis discriminante

Los resultados de susceptibilidad antimicrobiana de las 26 cepas de E.
coli aisladas de zonas costeras del estado Nueva Esparta fueron sometidas al
analisis discriminante. La tabla 4 muestra los coeficientes de la funcién de
clasificacion que permitié identificar a qué grupo pertenecia cada una de las

cepas en estudio.

Tabla 4. Coeficientes de la funcidén de clasificacion del analisis discriminante,
aplicado a las cepas de E.coli aisladas de zonas costeras del estado Nueva
Esparta.

Origencod
1 2 3
Cefepime 13,073 9,760 9,609
Ceftazidima 24,530 19,162 19,021
-466,947 276,197
(Constante) -269,638

Funciones discriminantes de Fisher

De acuerdo a la evaluaciéon del comportamiento de las cepas de origen
conocido (animal y humano), se pudo obtener las ecuaciones o funciones
discriminantes de Fisher para los niveles de origen, a partir de los antibiéticos
gue aportaron mayor peso en la diferenciacion del origen de dichas cepas,
como fue el caso de cefepime y ceftazidima. Las ecuaciones obtenidas fueron

las siguientes:
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F1=-466,95 + 24,5Ceftazidima + 13,1Cefepime
F2=-276,2 +19,2Ceftazidima + 9,7Cefepime
F3=-296,6 + 19,0Ceftazidima + 9,6Cefepime

Estas ecuaciones permiten evaluar cualquier dato que se desee clasificar
y ubicar en uno de los grupos, ya sea de origen humano o animal. Se clasifica
una cepa bacteriana sometida a ensayo en el grupo en el cual la evaluacion de
las tres funciones obtenga el valor mas alto, ofreciendo la ventaja de su rapidez
y una tasa elevada de clasificaciones correctas, las cuales pueden apreciarse
en la tabla 5, donde se muestran los resultados de la clasificacion mediante el
analisis discriminante de patrones de resistencia a antibioticos, de las cepas de
E. coli aisladas en zonas costeras del estado Nueva Esparta, el cual arrojé

entre un 75y 84,6%, lo cual indica que es altamente confiable.

Al evaluar los resultados obtenidos en la presente investigacion,
empleando el andlisis discriminante, se observa que las cepas de E. coli
aisladas en zonas costeras del estado Nueva Esparta, se ajustan al
comportamiento mostrado por las cepas de origen clinico, por lo cual las cepas
en estudio probablemente corresponden a este grupo, y es posible que la
fuente de contaminacion en las playas muestreadas sea consecuencia de la
descarga de aguas servidas directamente al mar, sin un tratamiento previo, y
plantea la necesidad de crear y establecer programas de tratamiento de aguas

servidas y de monitoreo de la calidad del agua de dichas playas.
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Tabla 5. Tabla de clasificacion mediante el Andlisis Discriminante de patrones
de resistencia a antibiéticos en cepas de E. coli aisladas en zonas costeras del
estado Nueva Esparta.

Resultados de la clasificacién®®

Origencod Grupo de pertenencia pronosticado

1 2 3 Total
Casos seleccionados Original Recuento 1 9 0 0 9
2 0 0 24 24
3 0 0 63 63
% 1 100,0 ,0 ,0 100,0
2 ,0 ,0 100,0 100,0
3 ,0 ,0 100,0 100,0
Casos no Original Recuento 1 1 0 0 1
seleccionados 2 0 0 2 2
3 0 0 10 10
% 1 100,0 ,0 ,0 100,0
2 ,0 ,0 100,0 100,0
3 ,0 ,0 100,0 100,0

a. Clasificados correctamente el 75,0% de los casos agrupados originales seleccionados.
b. Clasificados correctamente el 84,6% de casos agrupados originales no seleccionados.
1. Origen animal

2. Cepas en estudio

3. Origen humano (clinico)

Estos resultados son similares a los obtenidos por Wiggins et al. (1999),
guienes obtuvieron de 96-100% de clasificaciones correctas de estreptococos
fecales aislados de diferentes fuentes de origen ambiental y animal (origen
mixto); sin embargo, observaron que en los distintos periodos de muestreo las

tasas de clasificacidn correctas eran variables.
Por otra parte, los resultados superan los obtenidos por Harwood et al.

(2000), quienes obtuvieron un promedio de tasas correctas de clasificacion para

estreptococos fecales de 62,3%, por analisis discriminante de sus patrones de
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resistencia a antibiéticos, identificando como fuente dominante de
contaminacion la de origen animal, con un impacto menor de origen
antropogénico en las aguas subtropicales en estudio, lo cual sugiere que la
técnica del analisis discriminante promete ser una herramienta util en la

identificacion de fuentes de contaminacion fecal en aguas ambientales.

La resistencia a antibioticos en E. coli ha sido identificada globalmente
en aislados ambientales, animales y de fuentes humanas. Esta es una
consecuencia el uso de los antimicrobianos en medicina y su aplicacion en el
tratamiento de animales, lo cual trae como consecuencia cambios fenotipicos,
algunas veces asociados a mutaciones cromosémicas. Los estudios muestran
gue muchos organismos patdégenos han desarrollado algun grado de
resistencia a los antimicrobianos y éstos confieren resistencia a través de
distintos mecanismos con un impacto negativo en la medicina humana y
veterinaria (Heike y Reinhard, 2005; Walsh et al., 2005).

Es muy importante resaltar que en nuestro pais no existen datos previos
gue permitan la realizacion de una base de datos con la cual analizar los
resultados obtenidos en la presente investigacién, por lo cual este estudio
permitié sentar las bases para un nuevo enfoque en el campo del origen de
fuentes de contaminacion de aguas costeras en Venezuela. De igual manera el
namero y tipo de antibioticos empleados en los distintos estudios son diferentes,
dependiendo de la especie bacteriana o grupo bacteriano a estudiar. El
comportamiento de la resistencia de las distintas cepas es variable en cada pais
y a lo largo del tiempo, siendo lo mas idoneo la creacion de bases de datos a
partir de cepas autdctonas de cada zona, para de esa manera poder evaluar los
cambios en los patrones de resistencia a antibioéticos de manera particular.

Los resultados obtenidos en esta investigacion aportaron un nuevo

conocimiento sobre la resistencia antimicrobiana en cepas de E. coli
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provenientes de zonas costeras del estado Nueva Esparta, lo cual no ha sido
evaluado hasta ahora en nuestro pais. Esta informacién abre una nueva
perspectiva no soélo en el estado Nueva Esparta, sino también, en el pais, que
pudiera utilizarse para la creacion de programas dirigidos a mejorar las
condiciones sanitarias de estas playas, asi como también, la aplicacion de
politicas de uso racional de antimicrobianos en ambientes intrahospitalarios, y

de esta manera prevenir su llegada al medio ambiente y el dafio a la salud.
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CONCLUSIONES

El medio ambiente marino costero no mostré cambios importantes en las
caracteristicas fisico-quimicas evaluadas que sugieran, por si solos, procesos
de contaminacion en dichos ambientes.

Las muestras de agua de Playa Punta de Piedras, superaron los indices
bacterianos establecidos en Gaceta Oficial para CT Y CF.

El mayor porcentaje de cepas aisladas de E. coli, procedentes de
muestras de agua, corresponde a Punta de Piedras, y est4 estrechamente
relacionado con los valores obtenidos para CF para dicha playa.

Todas la cepas de E. coli estudiadas mostraron resistencia a uno o0 mas
antibiéticos, cuyos mayores porcentajes correspondieron a ampicilina, cefalotina
y piperacilina.

Se reporta por primera vez la deteccion fenotipica caracteristica de BLEA
en cepas de E. coli aisladas de zonas costeras del estado Nueva Esparta.

19 de las 26 cepas de E. coli aisladas en las playas estudiadas,
presentaron un fenotipo caracteristico de BLEA y en 17 de ellas se detect6 la
presencia del gen blarem. Indicando que las bacterias presentes en aguas
costeras son capaces de adaptarse, establecerse y desarrollar habilidades para
participar en eventos de intercambios genéticos que les confieren resistencia.
En ninguna de las cepas se detectd la presencia del gen blasn.

El Analisis discriminante permitio clasificar las 26 cepa aisladas de zonas
costeras del estado Nueva Esparta dentro de la categoria de cepas
provenientes de origen humano (clinico), por lo cual se puede deducir que la
fuente de contaminacion presente en dichas playas es de origen humano,
obteniéndose una tasa correcta de clasificacion entre 75% y 84,6%,
representando el primer reporte de este tipo de analisis en nuestro pais y
ratificando al analisis discriminante como una herramienta de gran ayuda en la

clasificacion de fuentes de contaminacion fecal.
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Se evaluaron los patrones de resistencia a antibidticos a través del analisis
discriminante en cepas de E. coli. Se estudiaron cinco playas en el Estado Nueva
Esparta durante tres meses, a las cuales se les determinaron in situ las caracteristicas
fisico-quimicas, enumeracion de Coliformes Totales (CT) y Coliformes Fecales (CF)
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identificé mediante pruebas bioquimicas y pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
(difusién en agar) y confirmacién de B-lactamasas de amplio espectro (BLEA) y -
lactamasas de espectro expandido (BLEE) (doble disco combinado); asi mismo, se
determiné la concentracion minima inhibitoria (CMI) a las cepas resistentes a
ampicilina y cefalotina; siguiendo los lineamientos del CLSI. Se realiz6 la extraccion de
ADN, empleando el kit de Purificacién de ADN Wizard Genomic (Promega) para la
extraccion y la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
amplificacion de genes de resistencia blasny y blarew. Todas las playas mostraron
caracteristicas fisicoquimicas tipicas de la columna de agua de un ambiente marino.
Se aplicé el Analisis Discriminante para clasificar las fuentes (humana y animal) de
contaminacion fecal. El valor mayor para CT y CF correspondié a Punta de Piedras
(CT: 5064,1 NMP/ 100 ml; CF: 2122,37 NMP/100ml). Se aislaron 26 cepas las cuales
mostraron resistencia a uno o mas antibidticos: 73,08% de resistencia a ampicilina,
cefalotina y piperacilina. Las cepas resultaron 100% sensibles a amoxicilina acido
clavulanico, ampicilina sulbactan, cefoxitin, cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime,
cefepime, imipenen, meropenen y aztreonam. 19 cepas fueron productoras de BLEA, y
17 de ellas mostraron amplificaciones para el gen blarem, El andlisis discriminante
determiné que las 26 cepas aisladas se ajustaban al comportamiento de cepas de
origen clinico, por lo cual se puede deducir que la fuente de contaminacion es de
origen humano, obteniéndose una tasa correcta de clasificacion entre 75y 84,6%,
ratificandose como una valiosa herramienta en la clasificacién de origen de fuentes de
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gen blarem en zonas costeras del estado Nueva Esparta demostrando que la resistencia
adquirida a los antimicrobianos constituye un problema de salud publica y ambiental
gue debe ser vigilado para evitar que se perjudique la relacién medio ambiente-salud.
La presente investigacion, sienta las bases para un nuevo enfoque en el campo de
investigacion del origen de fuentes de contaminacion de aguas costeras en nuestro
pais.
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