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RESUMEN

Introduccion: La Universidad actual tiene, ademas de su papel docente, una
posicion privilegiada en cuanto a la proteccion del medio ambiente mediante la
difusion de los resultados de sus investigaciones. Uno de los problemas
medioambientales, y por ende de salud, que mas preocupa a los investigadores en
la actualidad es la resistencia a los antibiéticos de bacterias que habitan los
ecosistemas acuaticos. Objetivo: Contribuir al conocimiento sobre la susceptibilidad
antimicrobiana de bacterias aisladas de ecosistemas dulceacuicolas cubanos,
utilizando como referente antibiotipos obtenidos del rio Almendares. Materiales y
Métodos: Se determind la susceptibilidad antimicrobiana in vitro de 65 aislados del
rio Almendares por el método de Bauer- Kirby. Los discos de antibioticos fueron
suministrados por la compafia BioMerieux ® SA, Francia y las lecturas fueron
realizadas teniendo en los catalogos del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Resultados: Se obtuvieron aislados resistentes a las cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion, un aislado de Escherichia coli fue resistente a nueve
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antibiéticos distintos, mientras que fueron también multirresistentes aislados de
Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis y Streptococcus pneumoniae. Conclusiones: Estos resultados son
aplicables como una herramienta pedagdgica en el desarrollo de una conciencia
ambientalista sobre la importancia de la presencia de bacterias resistentes y

multirresistentes a antibioticos en ecosistemas dulceacuicolas.

PALABRAS CLAVE: Salud ambiental, Ecosistemas acuaticos, Susceptibilidad

antimicrobiana

ABSTRACT

Introduction: The current University has, besides its educational paper, a privileged
position as for the protection of the environment by means of the diffusion of the
results of its investigations. One of the environmental problems, and therefore of
health that more worries the investigators at the present time it is the antibiotics
resistance of bacteria isolated from aquatic ecosystems. Objective: To contribute to
the knowledge on the antibiotic susceptibility of bacteria isolated from freshwater
ecosystems, using the Almendares river antibiotic-type bacteria as relating.
Materials and Methods: The antimicrobiaL susceptibility was determined from 65
strains isolated in vitro on Almendares river through Bauer-Kirby method. The disks
of antibiotics were given by BioMerieux ® company, France, and the readings were
carried out having in the catalogs of the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Results: It was obtained isolated resistant to cefalosporins of third and fourth
generation, one isolated of Escherichia coli was resistant to nine different antibiotics,
while were also multiresistants isolated of Salmonella enterica, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and Streptococcus
pneumoniae. Conclusions: These results are applicable as a pedagogic tool in the
development of an environmentalist conscience about the importance of the

presence of antibiotic resistant and multiresistant bacteria in freshwater ecosystems.
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INTRODUCCION

La Universidad, como ente impulsado y financiado por la sociedad, debe rendir
cuentas ante ella. Es por ello que desde las instituciones universitarias se tiene que
propiciar la realizacion de actividades e iniciativas que contribuyan a la promocion de
la cultura de la paz, el desarrollo sostenible y el respeto al medio ambiente, como

elementos esenciales para el progreso (Gaete, 2011).

La Universidad actual tiene, ademas de su papel docente, una posicién privilegiada
en cuanto a la proteccién del medio ambiente como determinante de salud de las
comunidades. Desde esta perspectiva la discusion y publicacion de los resultados
obtenidos en las distintas investigaciones llevadas a cabo en las universidades,
cumplimentan su contribucidén tanto al bienestar social, medioambiental como a la

actividad docente, propios de cada institucion (Costa y otros, 2010).

Uno de los problemas medioambientales, y por ende de salud, que mas preocupa a
los investigadores en la actualidad es la resistencia bacteriana a los antibi6ticos.
Este problema ha tenido mas interés en las bacterias de origen clinico, sin embargo
se ha observado también en aquellas que habitan los ecosistemas acuaticos y las

investigaciones en este sentido son escasas (Romeu y otros, 2010).

El nuestra capital se encuentra el rio Almendares, del cual se extrae gran parte del
agua gue se distribuye a la poblacién proveniente de la cuenca Almendares—Vento.
Ademas sus aguas son utilizadas en otras actividades como son: la agricultura, la
alimentacion animal, pesca, recreo, asi como otras de caracter religioso (Pelaez,
2013).

Esta investigacion se llevé a cabo debido a que el recurso agua es de gran utilidad
en muchas de las actividades que realizan los seres humanos y la posibilidad de
utilizar estos resultados en las distintas actividades docentes de pregrado y
postgrado en la ampliacion del conocimiento sobre el tema. En este contexto nos
propusimos como objetivo, contribuir al conocimiento sobre la susceptibidad
antimicrobiana de bacterias aisladas de ecosistemas dulceacuicolas, utilizando

como referente antibiotipos obtenidos del rio Almendares.
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MATERIAL Y METODOS

Se determind la susceptibilidad antimicrobiana in vitro de 65 aislados obtenidos del
rio Almendares, los cuales habian sido previamente identificados y forman parte de
la coleccion de cepas de bacterias del Laboratorio de Ecosistemas Acuaticos del
Departamento de Microbiologia y Virologia, en la Facultad de Biologia de la

Universidad de La Habana. Todos los aislados fueron cultivados en medio Caldo
Nutriente (Sigma Aldrich ®) e incubados a 37°C por 18 horas, para la posterior

determinacién de la susceptibilidad a antibiéticos, por el método de Bauer- Kirby en
medio Mueller-Hinton. Pasado este tiempo se realiz6 en todos los casos una tincion

de Gram a cada aislado para comprobar la pureza de los cultivos.

Las lecturas fueron realizadas teniendo en cuenta los catalogos del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) y los antibiéticos evaluados fueron (Entre
paréntesis aparecen el simbolo y concentracién del antibiético en cada disco):
Ampicilina (AMP, 10ug), Amoxacilina/Acido clavulanico (AMC, 20ug/10ug),
Ticarcilina (TIC, 75ug), Cefepime (CPM, 30ug), Cefotaxima (CTX, 30ug), Cefazolina
(CEF, 30ug), Ceftriaxona (CFT, 30ug), Eritromicina (ERI, 15ug), Aztreonam (ATM,
30ug), Imipenem (IMP, 10ug), Amikacina (AMK, 30ug), Kanamicina (KAN, 30ug),
Gentamicina (GEM, 10ug), Estreptomicina (SPT, 10ug), Azitromicina (AZl, 15ug),
Acido nalidixico (NAL, 30ug), Ciprofloxacino (CIP, 5ug), Trimetropin/Sulfametaxol
(TSX, 1,25ug/23,75ug), Nitrofurantoina (NIT, 300ug), Estreptomicina (STR, 300ug),
Doxiciclina (DOX, 30ug), Vancomicina (VAN, 30ug), Cloranfenicol (CHL, 30ug).
Todos son utilizados en la practica meédica. Fueron clasificados como
multirresistentes aquellos aislados que manifestaron resistencia a cuatro o mas de
los antibioticos. Se realizé un analisis de frecuencias absolutas de los distintos

patrones de susceptibilidad a los antibi6ticos, mostradas en tablas.
RESULTADOS

Los porcentajes de resistencia a los antibidticos evaluados para los 32 aislados
miembros de la familia Enterobacteriaceae se muestran en la Tabla 1. En esta tabla

se observa que los fenotipos mas representativos fueron los de resistencia a las
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penicilinas, cefalosporinas y al Ciplofloxacino, con valores superiores al 52%. Los
tres aislados de Escherichia coli fueron resistentes a la combinacién
Amoxacilina/Acido clavulanico, Cefalexina, Cefotaxima, Acido nalidixico vy
Ciprofloxacino, de estos uno fue resistente a nueve antibiéticos distintos. Entre los
aislados de Salmonella sp. hubo tres que fueron multirresistentes también. La

resistencia a Cefepime, Imipenem y Cloranfenicol fue la menos expresada.

Respecto a los bacilos no fermentadores, se observo la existencia de bajos
porcentajes de resistencia a los antibidticos evaluados (Tabla 2). Ninguno de los
aislados fue resistente al Aztreonam, sin embargo la mayoria si lo fue a la
Amoxacilina. EI 100% de los aislados de Pseudomonas aeruginosa expresd un
fenotipo resistente a Ticarcilina, Cefazolina, Acido nalidixico y Gentamicina. A pesar
de que los patrones de resistencia fueron observados en menor frecuencia en Vibrio
vulfinicus, es valido sefialar que hubo aislados que expresaron resistencia a tres

antibioticos distintos.

Las frecuencias absolutas de resistencia de los cocos grampositivos se encuentran
recogidos en la Tabla 3, en la cual podemos observar que los mayores porcentajes
de susceptibilidad correspondieron para el Trimetropin/Sulfametaxol, Aztreonam,
Gentamicina y Amikacina, No asi para la Amoxacilina, donde la mayoria de los
aislados fueron resistentes a esta penicilina. La mayor cantidad de antibiotipos
resistentes correspondieron a Staphylococcus aureus, apareciendo aislados

multirresistentes al igual que de Streptococcus pneumoniae y Enterococcus faecalis.
DISCUSION

Algunos autores plantean que el gran nimero de especies dentro de la familia de las
enterobacterias conlleva a una gran variabilidad de patrones de resistencia natural.
Esta diversidad se ve ademas incrementada por la posibilidad de adquirir genes de
resistencia, tanto de microorganismos de la misma especie como de otras. La
adquisicién de multirresistencia puede llevar a la ineficacia de la mayoria de los

antimicrobianos utilizados en la practica clinica (CLSI, 2011).

En cuanto a la respuesta de estos aislados a los betalactamicos, fueron observados
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aislados con fenotipo sensible a la Amoxicilina-Acido clavulanico, los cuales no son
comunes en las especies salvajes correspondientes a los asilados identificados, lo
cual no quiere decir que estos antibidticos sean de eleccion si se prescindiera de
ellos en brotes o casos aislados donde se encuentren implicadas las bacterias
(CLSI, 2011).

Aunque de forma natural los miembros de Shigella spp. son sensibles a las
cefalosporinas de primera generacion (Cefazolina), se obtuvo un aislado resistente a
este grupo genérico de antibidticos. Segun Pfeifer y otros (2010), esto se puede
deber a la sobre expresion por parte de estas bacterias de genes ampC que codifica
para una betalactamasa. Estos genes pueden estar presentes en otras bacterias
gramnegativas y se ha comprobado la transferencia horizontal de los mismos desde
Citrobacter freundii a Klebsiella spp., que en estos casos se encuentran

incorporados a integrones cromosomales y no plasmidicos como se creia.

Un porcentaje reducido de cepas de Staphylococcus son sensibles, en la actualidad,
a la penicilina. El fenotipo mas frecuente en este género incluye resistencia a
Penicilina y a Ampicilina por produccion de penicilinasa. Esta betalactamasa es
inhibida por el Acido clavulanico, por lo que estas cepas son sensibles a la
asociacion de Amoxicilina/Acido clavulanico (CLSI, 2011).

Se han descrito seis genotipos de resistencia a Vancomicina en Enterococcus
faecalis aislados de muestras clinicas y lo mas impresionante es que todos
comparten un mecanismo de resistencia muy similar basado fundamentalmente en
la sustitucion del dipéptido terminal D-alanina-D- alanina, bien por D-alanina-D-
lactato o por D-alanina-D-serina en la cadena de peptidoglucano de la pared celular
bacteriana (Ponessa y otros, 2006; Fica y otros, 2007; Depardieu y otros, 2007;
Terreros y otros 2010)

Conocer el impacto de estos resultados de investigacion, constituye un elemento de
gran utilidad para la toma de decisiones en términos de politica cientifica, apoyo a
recursos y desarrollo de infraestructuras, establecimiento de prioridades vy

evaluacion de la esfera cientifica (Fernandez y Shkiliova, 2012).

Frenk J y otros (2011) plantean que se tiene que promover un nuevo profesionalismo
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que utilice competencias como criterio objetivos para la clasificacion de los
profesionales de la salud y que desarrolle un conjunto de valores en comun
centrados en la responsabilidad social, sobre la base de la publicacién de los
resultados de sus investigaciones. En el caso de las universidades, y ante las
nuevas necesidades provocadas por el actual contexto econdmico, social y
tecnoldgico, la aplicacion de la gestion del conocimiento, y su socializacion, debe
encaminarse tanto en la reorganizacién interna de procesos, como en la mejora de
la docencia y la investigacion, con el objetivo de facilitar el desarrollo de una
universidad competitiva y adaptada a las nuevas demandas de la sociedad (Estrada
y Benitez, 2011).

CONCLUSIONES

Estos resultados constituyen una herramienta muy importante desde el punto de
vista pedagdgico en el desarrollo de una conciencia ambientalista en los estudiantes
de pregrado y postgrado, sobre la importancia de la presencia de bacterias

resistentes a antibioticos en ecosistemas dulceacuicolas.
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Anexos

Tabla 1:- Porcentajes de resistencia de los aislados miembros de la familia

AMC | CPM | CEF | CTX | TSX | NAL [ CIP | NIT | IMP | CHL | GEM | KAN

Enterobacier cloacae 3 1 3 3 2 2 3 0 3 0 2 3
(n=5)

Enterobacte_r aerogenes 2 1 3 3 2 1 2 0 1 0 2 3
(n=5)

Cltrobactizr freundii 2 1 2 2 1 1 2 2 1 0 1 1
(n=3)

Escher|fh|a coli 3 1 3 3 2 3 3 1 1 2 2 2
(n=3)

Klebsiella pneumoniae 3 2 3 3 1 1 2 2 1 3 2 1
(n=4)

Salmon_ella sp. 4 1 3 3 4 3 3 5 1 2 4 1
(n=8)

Shigella sp. 2 1 3 2 1 2 2 2 0 1 1 1
(n=4)

Total 19 8 20 | 19 | 13 | 13 | 17 | 12 | 8 8 14 | 12
(n=32)

% de Resistencia 59 25 63 59 41 41 53 38 25 25 44 34

AMC: Amoxacilina/Acido clavulanico, CPM: Cefepime, CEF: Cefazolina, CTX: Cefotaxima, TSX: Trimetropin/Sulfametaxol,
NAL: Acido nalidixico, CIP: Ciprofloxacino, NIT: Nitrofurantoina, IMP: Imipenem, CHL: Cloranfenicol, GEM: Gentamicina,
AMK: Amikacina,

Tabla 2:- Porcentajes de resistencia de los aislados de bacilos gramnegativos no
enterobacterias (no fermentadores).

AMP | TIC | CEF | CTX | ATM | STR | CIP | NAL | IMP | GEM | AMK | DOX

Aeromonas sp.
(n=7)

Plesiomonas shigelloides
(n=5)

Pseudomonas aeruginosa

(n=6)
Vibrio vulfinicus
(et 2 olo|lo]o|lolo]|]o|lo] o] 1]1
Total
- 26| 9| 3|o|2]s6|7|5]|6]|7]|e%s
% de Resistencia 60 | 30 | 45 | 15| o | 10| 30 |3 | 25| 3 | 3| 30

AMP: Ampicilina, TIC: Ticarcilina, CEF: Cefazolina, CTX: Cefotaxima, ATM: Aztreonam, STR: Estreptomicina, CIP: Ciprofloxacino,
NAL: Acido nalidixico, IMP: Imipenem, GEM: Gentamicina, AMK: Amikacina, DOX: Doxiciclina
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Tabla 3:- Porcentajes de resistencia de los aislados de cocos grampositivos.

AMP | AMC | CEF | CFT | CPM | CTX | AZl | TSX | CHL | VAN | GEM | AMK
Enterococcus faecalis 2 2 1 1 0 1 0 0 0 3 0 0
(n=4)
Streptococcus pneumoniae 2 1 3 0 1 2 3 0 0 2 0 0
(n=4)
Streptococcus intermedius 0 0 1 0 0 1 3 0 0 0 0 0
(n=2)
Staphylococus aureus 5 3 5 2 3 4 1 1 0 0 1 0
(n=6)
Staphylococus lentus 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
(n=4)
Total
(n=20) 10 6 11 3 4 9 7 1 0 5 1 0
% de Resistencia 50 30 55 15 20 45 35 5 0 25 5 0

AMP: Ampicilina, AMC: Amoxacilina/Acido clavulanico, CEF: Cefazolina, CFT: Ceftriaxona, CPM: Cefepime,
CTX: Cefotaxima, AZIl: Azitromecina, TSX: Trimetropin/Sulfametaxol, CHL: Cloranfenicol, VAN: Vancomicina,
GEM: Gentamicina, AMK: Amikacina
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