Universidad Nacional del Comahue
Facultad de Ciencias del Ambiente y la Salud

Trabajo de tesis para la obtencion del titulo de:

Licenciatura en Saneamiento y Proteccion Ambiental

Laura Lorena Sabathier
Neuquen, 2019
Directora de tesis: Lic. Desirée S. Pezzullo — FACIAS - UNCo
Codirectora de tesis: MSc. Marcela 1. Schlenker — FACIAS - UNCo




Estudio de resistencia a antibioticos del género Pseudomonas en muestras de agua del rio Limay.
Tramo de estudio: Senillosa — Plottier

Indice

INAICE A8 IMAGENES .......ocecvesceeee ettt 4
INAICE 08 TADIAS .....cvvveveece ettt 5
INAICE 08 GIATICOS .....v.vevecveirceceee ettt 5
AGIAOBCTMIENTOS. ...ttt ettt ettt ab et e e e nnees 6
RESUIMEN ..ottt e e e e e e e et e e e e e e s bbb b b e e e e e e e s e e nabbbeeeaeeeeeannnees 7
Y 0] 1 Uod RSP PPR 8
INEFOTUCCION ...ttt ettt e et b e et nneas 9
(0] o] 1= (1Y TSP T PP PSPPI 12
ODjJELIVO GENEIAL ...ttt 12
ODbjetiVOs ESPECTTICOS ....cuviiiiiiiiiie ittt 12
ANTECEUBNTES ...ttt 13
IMBICO TEOTICO ...ttt bbbttt b e see e 15
Antimicrobiano - ANtIDIOTICO. ..o 15
Mecanismos de accion antibDiotiCa .............ccovevviiiiiiiiiii 15
ANtIDIOtICOS BELAlACAMICOS .......cvviiiiiiiiiicie i 16
CarDAPENEIMES ... .ei e eenrras 16
Resistencia antibidtica (RAM)........cooiiiiii e 17
Mecanismos de resistencia Dacteriana.............ceoveveiieiiiieiisieee e 17
GENEro PSEUAOMONAS SPP....vveeirrieeiiieieitieeiitreesteeeste e e str e e streesrbe e e stteeesreeeereeesnreeesnns 18
GrUPO FIUOTESCENTE ...eciviee ittt et e et e e s e e e saaeeeneeas 18
RegIAMENTACION .....oeiiiiiiiiie e et re e et eeareeans 19

Y L1 (oTo [o] [oTo | F- RO ROPRR 21
ATEa 08 BSIUTIO .........cvcvviceieecee ettt 21
RIO LIMAY .vei ettt s e e st e e et e e et e e e sabe e e snbeeesnreeans 21
SITIOS U8 IMUBSIIBO ...ttt 22
DiSEMI0 A8 MUBSIIBO ...ttt 28
ANALISIS A8 LaDOIALONIO ... et 28

Laura L. Sabathier 2



Estudio de resistencia a antibioticos del género Pseudomonas en muestras de agua del rio Limay.
Tramo de estudio: Senillosa — Plottier

Presencia/Ausencia de bacterias del género PSeudomonas............ccooevvvienieiiennnnnn. 28
Recuento de bacterias del género PSEUdOMONAS..........c.ccvvveriveiieiiieeiiesie e eriee e 28
Aislamiento de cepas del género PSEUdOMONAS ...........ccovirieniiieiiniie e, 29
Pruebas de identifiCaCion.............ccviiie i 29
Evaluacion de la susceptibilidad a antibiotiCos...........ccccovvevveiiie i, 30
RESUITAAOS Y DISCUSTON ...ttt sttt sae e 31
Presencia/Ausencia de bacterias del género PSeudomonas............cccceoverenieneiiiesnenns 31
Recuento de bacterias del género PSEUdOMONAS ...........cccvevveiiieiiiieiie e 32
Aislamiento de cepas del género PSEUdOMONAS ..........ccoeiveiieiiiiieniiiie e 34
Pruebas de identifiCaCion ............ccoiviiiiiiiiie e 35
(0f0] (o] &= ol To] g e (- €] 1y o OSSOSO PSSP 35
Prueba de 12 Catalasa...........ceiivieiiiieiiie sttt 35
Prueba de fFIUOrESCENCIA.........ccvie ittt 36
Evaluacion de susceptibilidad a Carbapenemes ...........cccvevvveiiieeiiie e, 36
Conclusiones Y RECOMENUACIONES ........vveiivieeiiiee ittt 42
BIDHOGIafia . ...vveeiii e 44
AANIEXOS ..ttt bRt b et b e e eb et e aRb e e e br e e anbeeennbee s 48
Anexo |: Parametros en aguas dulCes recreativas.........ccccccveevveeiiiveesiieesee e 48
Anexo Il: Comunicado de prensa de la OMS............cccoveeiiii e 49

Laura L. Sabathier 3



Estudio de resistencia a antibioticos del género Pseudomonas en muestras de agua del rio Limay.
Tramo de estudio: Senillosa — Plottier

Indice de Imagenes

Imagen 1: Ubicacion del area de estudio en la cuenca del rio Limay. (Fuente:AIC).................. 21
Imagen 2: Puntos de muestreo en el area de estudio, rio Limay. (Fuente: Google Earth 2019)..22
Imagen 3: Imagen satelital del punto 1 de muestreo, Balneario Municipal Senillosa (Fuente:
G00gIe EAIth 2019).....cciieiiiiii et 23
Imagen 4: Balneario Municipal Senillosa (Fuente: Elaboracion propia) ..........ccccceeevivieiennne 23
Imagen 5: Imagen satelital del punto 2 de muestreo, pasando el antiguo camping municipal
(Fuente: Google Earth 2019) ........oiuiiiieiieiieciee et 24
Imagen 6: Camping viejo Senillosa (Fuente: Elaboracion propia) ...........ccccceveveveriieiciieinninns 24
Imagen 7: Imagen satelital del punto 3 de muestreo, cerca del circuito del Paseo de la Costa
Plottier (Fuente: Google Earth 2019).........oiuiiiiiiiiiiieeeeee e 25
Imagen 8: Paseo de la Costa Plottier (Fuente: Elaboracion propia)...........ccceeeveveiieenciieiennns 25

Imagen 9: Imagen satelital del punto 4 de muestreo, Balneario Municipal Plottier (Fuente: Google

BNt 2019) ...ttt 26
Imagen 10: Balneario Plottier (Fuente: Elaboracion propia)..........ccccovevevieneiinienie e, 26
Imagen 11: Sitio de muestreo en el Balneario Plottier (Fuente: Elaboracion propia)................. 26

Imagen 12: Imagen satelital del punto 5 de muestreo, playa La Herradura (Fuente: Google Earth

Imagen 13: Sitio de muestreo en La Herradura (Fuente: Elaboracion propia) ..........cccccccveeenneen. 27
Imagen 14: Monodiscos de Imipenem y Meropenem utilizados (Fuente: Elaboracién propia) .. 30
Imagen 15: Botellas con desarrollo y fluorescencia expuestas a la luz UV. (Fuente: Elaboracion
[O10] o ) PSSP 32
Imagen 16: Tubos de ensayo bajo luz ultravioleta. (Fuente: Elaboracién propia)...................... 33
Imagen 17: Colonias fluorescentes del género Pseudomonas. (Fuente: Elaboracién propia) .....34
Imagen 18: Colonias fluorescentes del género Pseudomonas. (Fuente: Elaboracién propia) .....34
Imagen 19: Colonias fluorescentes del género Pseudomonas. (Fuente: Elaboracién propia) .....34
Imagen 20: Vista en microscopio éptico de bacterias del género Pseudomonas, haciendo zoom en
un recorte para distinguir los bacilos (Fuente: Elaboracion propia) ..........ccccoeeveevvveeiieecsveeene, 35

Imagen 21: A) y B) Rapida produccion sostenida de burbujas de oxigeno sobre el extendido

(Fuente: Elaboracion Propia) .........ccecoceeiiie ittt e et e e 36
Imagen 22: Antibiograma del aislamiento 8 (Fuente: Elaboracion propia).........c..ccccccevveennnen. 37
Imagen 23: Antibiograma del aislamiento 13 (Fuente: Elaboracién propia)...........cccccceeveennnenn 37
Imagen 24: Antibiograma del aislamiento 14 (Fuente: Elaboracion propia)............cccoeevvivennnens 37
Imagen 25: Antibiograma del aislamiento 17 (Fuente: Elaboracion propia)............cccoeevvvveennen. 37

Laura L. Sabathier 4


file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437757
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437758
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437759
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437759
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437760
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437761
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437761
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437762
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437763
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437763
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437764
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437765
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437765
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437766
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437767
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437768
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437768
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437769
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437770
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437771
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437771
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437772
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437773
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437774
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437775
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437776
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437776
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437777
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437777
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437778
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437779
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437780
file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32437781

Estudio de resistencia a antibioticos del género Pseudomonas en muestras de agua del rio Limay.
Tramo de estudio: Senillosa — Plottier

Indice de Tablas

Tabla 1: Puntos de corte frente a Carbapenems (CLSI, 2018) ........ccccveiiiiiiiiienieiieeenee s 30
Tabla 2: Resultados de bacterias PSEUAOMONAS.........c.cuiiiieiieiiiiii e 31
Tabla 3: Recuento de bacterias Pseudomonas del grupo fluorescente.............cccocvviveiiciinennn. 33
Tabla 4: Medicion de halos de inhibicion para Imipenem y Meropenem ...........ccccceeeveeneennnne 38

Tabla 5: Valores guia de indicadores en aguas dulces recreativas en distintos paises y

OFJANIZACIONES ...ttt ekttt etttk ekt a bttt h ekt e ke e ab e et e e bt e st e et e s e e e e e beennne s 48

Indice de Graficos

Grafico 1: Resultados de susceptibilidad de los aislamientos frente a Imipenem. ..................... 39
Grafico 2: Resultados de susceptibilidad de los aislamientos frente a Meropenem. .................. 39
Gréafico 3: Resultados de susceptibilidad de los aislamientos frente a Imipenem y

Y TcT (o]0 1] o =Ty o TP TP PUPRRP PP 40

Laura L. Sabathier 5


file:///C:/Users/Outlet/Downloads/TESIS%20VF/Tesis%20Sabathier%20vfinal.docx%23_Toc32438041

Estudio de resistencia a antibioticos del género Pseudomonas en muestras de agua del rio Limay.
Tramo de estudio: Senillosa — Plottier

Agradecimientos

A mi mam4, por su ayuda incondicional y sostén durante toda la carrera.

A mi compafiero y padre de mis hijos, por el aguante y la ayuda en el dltimo tramo.

A mi directora y co-directora, Desirée y Marcela, por aceptarme como tesista y por
su asistencia en el trabajo de laboratorio y redaccion.

A Gerardo por su buena predisposicion en el laboratorio.

Laura L. Sabathier 6



Estudio de resistencia a antibioticos del género Pseudomonas en muestras de agua del rio Limay.
Tramo de estudio: Senillosa — Plottier

Resumen

Uno de los problemas aparejados a la contaminacion de los rios es la presencia en el
agua de bacterias patdgenas o no, las cuales poseen resistencia a antibiéticos. En el
presente trabajo se investigd sobre la resistencia a antibi6ticos en cepas del género
Pseudomonas que habitan en el curso de agua del rio Limay, tramo comprendido entre
las localidades de Senillosa y Plottier.

Dentro del género Pseudomonas, se encuentra el grupo fluorescente conformado por
las especies Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida.
Hasta el momento, casi todos los estudios de resistencia a antimicrobianos de estas
bacterias son de ambientes hospitalarios.

Para lograr el objetivo del trabajo se muestred en cinco lugares en dos camparias
durante marzo y abril. Los andlisis microbiolégicos realizados consistieron en pruebas de
presencia-ausencia, recuento, aislamiento y pruebas de identificacion de bacterias del
género Pseudomonas. Por ultimo se evaluo la susceptibilidad frente a los antibioticos del
grupo Carbapenemes mediante la técnica de difusion en agar.

Se confirmé la presencia de bacterias del genero Pseudomonas que presentan
fluorescencia en los cinco sitios de muestreo estudiados. La evaluacion de susceptibilidad
de las cepas aisladas frente al antibidtico Imipenem dio un 50% de resistencia y frente a
Meropenem dio un 20% de resistencia. Asimismo, los resultados de susceptibilidad a los
dos antibiéticos juntos revelaron resistencia en un 20% de las cepas aisladas, y
sensibilidad disminuida en un 25% de las cepas.

La exposicion humana ya sea por contacto directo o indirecto con bacterias del grupo
Pseudomonas fluorescente y con genes de resistencia antibidtica en el tramo de estudio

del rio Limay son un hecho comprobable.

Palabras clave: Pseudomonas, grupo fluorescente, resistencia a Imipenem y

resistencia a Meropenem.
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Abstract

One of the problems associated with river pollution is the presence in the water of
pathogenic bacteria or not, which have antibiotic resistance. In this work, we investigated
the resistance to antibiotics in strains of the genus Pseudomonas that inhabit the water
course of the Limay River, a section between the towns of Senillosa and Plottier.

Within the genus Pseudomonas, there is the fluorescent group consisting of the
species Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas putida.
So far, almost all studies of antimicrobial resistance of these bacteria are from hospital
settings.

To achieve the objective of the work, it was sampled in five places in two campaigns
during March and April. The microbiological analyzes performed consisted of presence-
absence tests, counting, isolation and identification tests of bacteria of the genus
Pseudomonas. Finally, susceptibility to antibiotics of the Carbapenems group was
evaluated by agar diffusion technique.

The presence of bacteria of the genus Pseudomonas that show fluorescence in the
five sampling sites studied was confirmed. The susceptibility assessment of the isolated
strains against the antibiotic Imipenem gave 50% resistance and against Meropenem gave
a 20% resistance. Likewise, the results of susceptibility to the two antibiotics together
revealed resistance in 20% of the isolated strains, and decreased sensitivity in 25% of the
strains.

Human exposure either by direct or indirect contact with bacteria of the fluorescent
Pseudomonas group and with antibiotic resistance genes in the study section of the Limay

River are a testable fact.

Keywords: Pseudomonas, fluorescent group, resistance to Imipenem and resistance

to Meropenem.
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Introduccion

Las localidades de Senillosa y Plottier estan ubicadas en el departamento Confluencia
de la provincia de Neuquén, ubicadas sobre la Ruta Nacional N° 22 a unos 33y 15 Km
de la capital provincial respectivamente. Segun el Censo 2010, el municipio de Senillosa
cuenta con una poblacion de 8.130 habitantes y Plottier con unos 33.600 habitantes. El
mayor atractivo turistico de ambas localidades esta dado por el rio Limay y las actividades
que el mismo brinda (INDEC, 2010).

El rio Limay se extiende a lo largo de 430 Km de noroeste a sudeste, tiene su naciente
en el lago Nahuel Huapi y fluye hasta la unién con el rio Neuquén, para dar nacimiento
al rio Negro. Posee un caudal anual medio de 630 m®/s y drena un éarea de 56.000 Km?
(AIC, 2019).

Uno de los problemas aparejados a la contaminacion de los rios es la presencia en el
agua de bacterias que poseen resistencia a antibiéticos, ya sean bacterias patdgenas o
potencialmente patogenas. En esta investigacion se evalud la resistencia a antibioticos de
algunas bacterias que habitan en el curso de agua del rio Limay, en el tramo comprendido
entre las localidades antes mencionadas.

Desde el descubrimiento de los antibidticos por Flemming en 1928, estos compuestos
son probablemente la familia méas exitosa de farmacos desarrollados hasta la fecha para
mejorar la salud humana, prevenir y tratar infecciones de animales y plantas, y como
promotores del crecimiento y suplemento alimenticio en la ganaderia (Ayokunle &
Ahmad, 2013).

Los antibidticos, sustancias quimicas que detienen el crecimiento o destruyen una
poblacion bacteriana, pueden clasificarse segun diversos criterios, de los cuales el mas
usado es segun su estructura molecular. Bajo esta clasificacion encontramos las siguientes
familias de antibiéticos: aminoglucdsidos, betalactamicos, anfenicoles, glicopéptidos,
lincosamidas, macrolidos, quinolonas, sulfamidas, tetraciclinas y miscelanea (Esparza
Olcina, 2008). Dentro de los betalactamicos, los carbapenemes son los antimicrobianos
de mas amplio espectro, mayor actividad y con resistencia a las betalactamasas (enzimas
que hidrolizan las moléculas de los betalactamicos) (Sociedad de Infectologia Clinica del
Uruguay [SICU], 2011).

La resistencia antimicrobiana (RAM) se produce cuando los microorganismos que
provocan una infeccion sobreviven a la exposicion de un antibiético que en condiciones

normales los hubiera matado o detenido su crecimiento. Aunque la resistencia es hasta
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cierto punto un fenémeno que ocurre de forma natural, el incremento producido en el uso
de los antibioticos en la segunda mitad del siglo XX, momento en el que se hace masiva
su comercializacion, ha creado una presion selectiva muy fuerte sobre las bacterias
resistentes, lo que disminuye la eficiencia en los tratamientos médicos (Changing Markets
& Ecostorm, 2016).

La resistencia a los antibioticos es un fendmeno complejo de causas multiples e
interconectadas. Los antibidticos se utilizan tanto para el tratamiento de infecciones en
humanos como en medicina veterinaria, en ganaderia y en piscicultura. Generalmente,
estos compuestos se metabolizan parcialmente por los organismos, por lo que el resto
termina en los sistemas de agua municipales y aquellos derivados de actividades
agropecuarias. Como consecuencia, se ha observado un incremento en la resistencia a los
antibioticos por bacterias ambientales, lo que se ha tornado en un problema ecolégico
(Kiimmerer, 2004).

El problema de la RAM en Argentina es acuciante. Desde el primer aislamiento de
enterobacterias productoras de carbapenemasas de tipo KPC (Carbapenemasas del tipo
Klebsiella pneumoniae) en 2006, el nimero de hospitales afectados por casos o brotes de
enterobacterias multiresistentes o de resistencia extrema ascendio a 317 en 2015. En el
periodo 2010-2014, en los hospitales de la Ciudad Autonoma de Buenos Aires, la tasa de
infecciones causadas por bacterias productoras de KPC cada 10.000 egresos-afio se ha
incrementado diez veces (Lazovski et al., 2017).

Debido a que los rios constituyen una de las principales fuentes de agua para el
consumo humano y animal, la contaminacion de los mismos puede contribuir a mantener
e incluso diseminar elementos de resistencia bacteriana (Losch, Merino & Alonso, 2004).

Las bacterias del género Pseudomonas son muy ubicuas y se encuentran tanto en
agua, suelos, como formando parte de la flora nativa del intestino de varias especies
animales. Algunas especies son patdgenas de plantas y animales y s6lo unas pocas se han
encontrado en infecciones humanas. Dentro del género Pseudomonas, se encuentra el
grupo fluorescente conformado por las especies Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens y Pseudomonas putida (Cabello, 2007).

Hasta el momento, casi todos los estudios de resistencia a antimicrobianos de estas
bacterias se realizaron en ambientes hospitalarios, con lo cual es importante investigar
sobre la resistencia adquirida en diversos ambientes donde el ser humano pueda tener
contacto en cualquier momento de su vida, ya sea a través de contacto directo o indirecto

con el suelo, agua de rio, mar, o el suministro de agua para consumo. Dado que una
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persona que se enferme por bacterias resistentes verd disminuida la eficiencia de su
tratamiento clinico (Acevedo Barrios et al., 2015).

Las bacterias potencialmente patégenas se liberan constantemente en las aguas,
muchas de ellas albergan genes de resistencia a antibiéticos que se insertan en plataformas
genéticas moviles (plasmidos, transposones e integrones) capaces de propagarse entre las
comunidades bacterianas que viven en el agua y en el suelo. El agua constituye la ruta
principal por la cual se introducen genes de resistencia bacterianos en los ecosistemas
naturales, en donde las bacterias no patdgenas pueden servir como reservorio de genes de
resistencia (Gaze, 2017).

Las bacterias resistentes a los antibidticos presentes en la orina, heces y estiércol,
usan como ruta principal las aguas residuales de los hospitales, de la industria ganadera y
piscicola y efluentes municipales, para llegar a los cuerpos de agua. Esos efluentes
constituyen probablemente las mayores fuentes de bacterias y de genes de resistencia a
antibioticos que se liberan en el medio ambiente (Acevedo Barrios et al., 2015).

El aumento mundial de las bacterias resistentes a los antibioticos en el medio
ambiente hace que sea imperativo la vigilancia de la presencia y distribucion de las
bacterias y de genes de resistencia. Es por esto que se debe profundizar en el conocimiento
sobre la ocurrencia, el destino y el transporte de antibioticos y sus metabolitos en los
ecosistemas acuaticos, para comprender la relacion existente entre los residuos de
antibioticos después de su excrecion, sus metabolitos y las poblaciones de bacterias
resistentes a ellos (Riszzo et al., 2013).

Este trabajo de investigacion busca conocer el estado de la resistencia a antibidticos
en aquellas bacterias del género Pseudomonas que habitan en el agua del rio Limay, tramo
comprendido entre Senillosa y Plottier. El estudio de esta tematica contribuira a:

— Visibilizar sobre el abuso de antibi6ticos ya sea por parte de la comunidad,
como de los profesionales médicos, veterinarios, farmacéuticos y ganaderos entre
otros.

— Poner en evidencia la necesidad de programas de vigilancia de esta

bacteria en las fuentes hidricas.
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Objetivos

Objetivo General

Estudiar la resistencia a los antibidticos en cepas del grupo Pseudomonas aisladas de
muestras de agua del rio Limay en el tramo situado entre las localidades de Senillosa y
Plottier.

Objetivos Especificos

— Cuantificar a través de la técnica de NMP (NUmero Més Probable) bacterias del
género Pseudomonas.

— Aislar cepas del género Pseudomonas del medio acuético del rio Limay en el
tramo de estudio.

— Identificar mediante pruebas bioguimicas los diferentes géneros de bacterias
encontradas.

— Evaluar la resistencia que presentan las cepas del género Pseudomonas a los

antimicrobianos.
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Antecedentes

En la etapa inicial de investigacion de la tesis se tuvieron en cuenta los siguientes
estudios a nivel local, nacional e internacional.

v/ "Estudio de resistencia a antibidticos en Enterobacterias en aguas
recreativas de balnearios del rio Limay en la ciudad de Neuquén'', presentada
por Marcela Inés Schlenker en el afio 2013, para obtener el titulo de Licenciada
en Saneamiento y Proteccibn Ambiental en la Universidad Nacional del
Comahue.

El objetivo de la investigacion es estudiar la presencia de Enterobacterias
productoras de enzimas carbapenemasas en el ambiente acuéatico del rio Limay,
en sitios utilizados con fines recreativos en la época estival. Se tomaron muestras
en balnearios que pertenecen al rio Limay y ademas un balneario neuquino
ubicado sobre el rio Neuquen.

Dentro de las Enterobacterias se identificaron los siguientes géneros y
especies: Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae,
presunta Salmonella, Klebsiella oxytoca y Enterobacter sp. Ademas, no
enterobacterias como Aeromonas sp., presunto Vibrio y Pseudomonas sp.

Se concluye en el trabajo que la identificacion de las mismas representaria
una evidencia de contaminacién de origen fecal.

v/ “Riesgo sanitario por presencia de Pseudomonas aeruginosa en el
agua para consumo”, tesis realizada por Irene Martin para obtener la Lic. en
Ecologia Urbana en el afio 2004, en la Universidad Nacional de General
Sarmiento.

Este trabajo plantea como objetivo general analizar la problematica asociada
a la presencia de P. aeruginosa en el agua con que se abastecen los habitantes
establecidos en la cuenca del arroyo Las Catonas, con el fin de producir aportes
sobre la calidad del agua para consumo humano y uso doméstico que puedan
contribuir con la planificacion y gestidn del recurso hidrico subterraneo.

El muestreo de la calidad del agua realizado en viviendas, viveros y escuelas
establecidas en la cuenca reveld la presencia de esta especie bacteriana. En base a
los resultados obtenidos se concluyd que la presencia de P. aeruginosa es una
amenaza que afecta a un alto porcentaje de la poblacion establecida en la cuenca

Las Catonas (mas del 50% de las muestras se detectd la presencia de esta especie
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bacteriana), independientemente del sistema de captacion de agua que utilicen
(bomba manual o a motor). Por ultimo, diferencia tres grupos de mayor o menor
riesgo sanitario por presencia de dicha bacteria en el agua para consumo y uso
domeéstico.

v “Resistencia antimicrobiana en bacterias patégenas aisladas del
regadio del rio Chibunga. Mayo-Julio 2018”, tesis realizada por Llibran M.
Caicedo y Karen G. M. Valencia en 2018, para optar el titulo de Licenciados en
Ciencias de la Salud en Laboratorio Clinico e Histopatolégico, en la Universidad
Nacional de Chimborazo, Riobamba, Ecuador.

Este estudio se baso en determinar la resistencia antimicrobiana en bacterias
patdégenas aisladas del regadio del Rio Chibunga, para mostrar patdégenos
causantes de infecciones importantes, que podrian ser de dificil tratamiento
farmacologico.

Se recolectaron las muestras del rio de siete estaciones diferentes, incluyendo
la medicion de altitud, temperatura y pH. Los resultados obtenidos muestran a 18
bacterias patogenas diferentes, correspondientes a 17 gramnegativas: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Serratia marcescens,
Hafnia alvei, Morganella morganii, Salmonella enterica, Plesiomonas
shigelloides, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas
hydrophila, Aeromonas caviae, Vibrio spp.; y tan solo una bacteria Gram-
positiva: Enterococcus spp. La mayoria de las bacterias mostraron resistencia
frente a las quinolonas y menor resistencia, a las cefalosporinas, glicopéptidos y
aminoglucdsidos, concluyendo que el Rio Chibunga estd contaminado por

bacterias patdgenas resistentes a antibidticos de uso clinico.
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Marco Teorico

Antimicrobiano - Antibiotico

Antimicrobiano es toda sustancia de origen natural (producido por un organismo
vivo, hongo o bacteria), semisintética o sintética que elimina microorganismos como las
bacterias, los virus, los protozoos y los hongos o inhibe su crecimiento. Las sustancias
antimicrobianas se utilizan en la forma de medicamentos (antibiéticos, antirretroviricos y
antifingicos) o de productos quimicos como antisépticos, desinfectantes y esterilizantes
(Gaze, 2017).

Hoy en dia no se utilizan en terapéutica moléculas de origen natural por lo cual no se
establece mas la diferenciacion con quimioterapicos, término usado anteriormente para
referirse a las moléculas de origen sintético como las sulfas y sus derivados (Murray,
1995).

Antibidtico es una sustancia antimicrobiana producida de manera natural por
bacterias u hongos capaz de destruir a otros microorganismos o inhibir su crecimiento. El
ser humano utiliza numerosos tipos de antibioticos como medicamentos para prevenir y
tratar infecciones originadas por bacterias patdgenas, hongos y ciertos parasitos. La
mayoria de los antibidticos se usan principalmente para combatir las bacterias. Dado que
los antibidticos son un tipo de antimicrobiano, ambos términos suelen emplearse
indistintamente (Gaze, 2017), por lo cual este criterio fue adoptado para la presente
investigacion.

Los agentes que destruyen o matan las bacterias se denominan bactericidas, mientras
que los agentes que inhiben el crecimiento bacteriano se denominan bacteriostaticos
(Aguild, 2017).

Mecanismos de accion antibiotica

Un antibidtico es capaz de inhibir el crecimiento o destruir una célula bacteriana
utilizando para tal fin diversos mecanismos. Generalmente son multifactoriales
involucrando: inhibicién de la sintesis de la pared celular, inhibicion de las sintesis de
proteinas, inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos, inhibicidn de las vias metabdlicas

y permeabilidad en la membrana plasmatica (Basualdo, 1996; Aguilo, 2017)
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Antibioticos Betalactamicos

Dentro de la gran familia de antibidticos existe un conjunto que se caracteriza por
presentar en su estructura un anillo betalactdmico, denominandose de esta manera. Este
anillo tiene la propiedad de presentar afinidad por las enzimas que catalizan la sintesis de
la pared celular. Esta propiedad le confiere a estos antibidticos una baja toxicidad, con un
alto indice terapéutico.

Se distinguen 4 grupos diferentes: las penicilinas, las cefalosporinas, los
monobactamicos y los carbapenemes (Facility Guidance for Control of Carbapenem-
resistant Enterobacteriaceae [CRE], 2015).

Carbapenemes

Como se mencion0 arriba, dentro del conjunto de antibidticos betalactamicos se
encuentran los carbapenemes. El anillo carbapenem es un azobiciclo (un anillo B-
lactdmico y otro pirrolidinico). Posee en posicion 1 un atomo de carbono (carba) y un
enlace no saturado entre 2 y 3 (-em). Los distintos carbapenemes son fruto de
sustituciones en 1 y 2. Esto los diferencia en cuanto a su actividad frente a Gram-
negativos y Gram-positivos, asi como el efecto proconvulsionante (SICU, 2011).

Su mecanismo de accion es la inhibicidn de la sintesis de la pared celular uniéndose
a PBP (proteinas que fijan penicilinas) en la cara externa de la membrana citoplasmatica.
Producen la lisis bacteriana, por lo que son habitualmente bactericidas, siendo de accién
rapida y dependiente del tiempo. Para actuar deben atravesar la pared celular accediendo
a las PBP. En los Gram-negativos lo hacen a través de las porinas de la membrana externa.
El espectro de afinidad por las PBP es similar aunque la preferencia por algunas de ellas
determina diferencias de actividad intrinseca y potencia antimicrobiana de cada
carbapenem.

El primero de este grupo en utilizarse fue imipenem asociado a la cilastatina y
posteriormente fueron meropenem, ertapenem y doripenem. Poseen un amplio espectro
por la alta afinidad por las PBP y la elevada resistencia a muchas p-lactamasas tanto de
cocos Gram-positivos como de bacilos Gram-negativos (BGN). Los cuatro
antimicrobianos son activos frente a anaerobios con ligeras variaciones. Ertapenem, sin
actividad frente a BGN no fermentadores (BGNNF). Imipenem, meropenem vy
doripenem, con actividad frente a BGNNF (SICU, 2011).
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Resistencia antibiotica (RAM)

Desde hace un tiempo, algunos antibioticos dejaron de ser efectivos debido a que las
bacterias lograron evadir la accion bactericida o bacteriostéatica de los mismos (Rocha,
Reynolds & Simons, 2015).

La resistencia antibiotica puede ser natural (intrinseca) o adquirida. La resistencia
natural es propia de cada familia, especie 0 grupo bacteriano y se trasmite de forma
vertical de generacion en generacion. Por ejemplo, todos los gérmenes Gram-negativos
son resistentes a la VVancomicina, y esta situacion no es variable.

La resistencia adquirida es variable y es adquirida por una cepa de una especie
bacteriana mediante mutacién o mediante transferencia de material genético entre células
bacterianas de especies relacionadas o diferentes (transferencia horizontal). Estos genes
de resistencia pueden estar codificados en el material genético cromosomico o
extracromosomico (plasmidos, transposones e integrones). Los plasmidos son moléculas
circulares de ADN extracromosomico, que se pueden replicar en forma independiente del
cromosoma bacteriano y que son transmisibles entre bacterias, ain no emparentadas entre

si, por medio del mecanismo de conjugacion (Basualdo, 1996; Alés, 2015).

Mecanismos de resistencia bacteriana

Esta resistencia antimicrobiana se logra a través de distintos mecanismos, como
pueden ser: hidrolisis enzimatica, trastornos de permeabilidad y alteraciones del sitio
blanco de accion (Mosquito et al., 2011). En el caso de la hidrélisis enzimatica, el
antimicrobiano puede ser desactivado por cientos de diferentes enzimas producidas por
bacterias resistentes, en el espacio periplasmico o fuera de la célula. ElI grupo mas
representativo de enzimas bacterianas son las denominadas Betalactamasas que tienen la
capacidad de romper el anillo betalactamico e inactivar a diversos miembros del grupo de
oxabetalactamicos. Asimismo, existen las enzimas que poseen una amplia gama de
actividad, frente a todas las penicilinas y cefalosporinas y son capaces de inactivar la
mayoria de los antibioticos B-lactamicos; estas f-lactamasas reciben la denominacion de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

El segundo mecanismo de resistencia es aquel donde la célula bacteriana puede ser
capaz de impedir que un antibidtico alcance una concentracion adecuada en el sitio de
accion, evitando su entrada al medio intracelular o promoviendo la salida de este hacia el

medio extracelular mediante un mecanismo activo de flujo del antibidtico. Estas bombas
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de flujo son alteraciones en las proteinas porinas, que funcionan alterando el tamafio del
orificio del poro o la carga de estos canales, para dar lugar a la exclusion del antibidtico.

Las alteraciones del sitio blanco de accion impiden que el antibidtico sea reconocido
y por lo tanto no es capaz de ejercer su efecto. Al ingresar los antimicrobianos en la célula,
proceden a unirse e inactivar su blanco, que en forma caracteristica es una enzima o sitio
ribosémico esencial. Si el blanco se altera de algun modo, el efecto inhibidor disminuye
de manera proporcional, sin afectar su funcion en la célula bacteriana (Conte, 1995;
Moreno et al., 2009).

Género Pseudomonas spp.

Las bacterias del género Pseudomonas pertenecen a la familia Pseudomonadaceae,
se encuentran presentes en la naturaleza (suelo, agua, vegetacion) y en los ambientes
himedos de los hospitales (lavabos, cuartos de bafio, respiradores y equipos de dialisis).
Morfologicamente son bacilos Gram-negativos, aerobios y anaerobios facultativos, casi
todos maviles, tienen bajos requerimientos nutritivos y la capacidad de soportar diversas
condiciones ambientales adversas. Una de las caracteristicas mas importante es la
capacidad de formar biopeliculas (biofilm), que le permiten adherirse de manera muy
eficaz a las superficies. Esta propiedad facilita la resistencia a diversos tratamientos,
ademas de que ayuda a evadir las defensas del sistema inmune del paciente (Sandoval
Guzman, 2016).

La clasificacion del género Pseudomonas fue cambiando con el correr de los afios y
actualmente se divide en varios géneros diferentes. La familia Pseudomonadaceae se
clasifica en grupos del I al V sobre la base de su homologia de ADN y ARNr, ademas de
caracteristicas de cultivo comunes. El grupo | se subdivide en grupo fluorescente y grupo
no fluorescente (Cabello, 2007).

Grupo Fluorescente

Dentro del grupo fluorescente podemos encontrar a: Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida. Todas las especies dentro de este grupo
se caracterizan por la produccion de un pigmento pioverdina hidrosoluble que da
fluorescencia blanca a verde azulada bajo luz ultravioleta de longitud de onda larga (400
nm). La produccion de pigmentos fluorescentes aumenta sobre todo en los medios con

alta concentracion de fosfatos. Aunque los tres miembros de este grupo producen
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pioverdina, solo Pseudomonas aeruginosa produce un pigmento azul hidrosoluble
Ilamado piocianina (Koneman, 2008).

En cuanto a Pseudomonas aeruginosa, es la especie mas importante ya que se
encuentra en mayor proporcion en los distintos ambientes (suelo, agua, vegetacion, etc).
Esta bacteria presenta innumerables factores de virulencia por lo que su patogenicidad es
alta y es naturalmente resistente a muchos de los antibioticos utilizados ampliamente en
la medicina. Esta propiedad se debe principalmente a que contiene plasmidos de
resistencia cuyos genes codifican proteinas que inactivan el antibitico o afectan su
transporte hacia el interior de la célula (Madigan et al., 1999).

En cuanto a Pseudomonas putida, su habitat cominmente es el suelo y zonas acuosas,
no es comun encontrarlo en pacientes en hospitales, asimismo, las cepas suelen ser
resistentes a Betalactamicos.

En el caso de Pseudomonas fluorescens, la misma es sapréfito de suelo y agua, es
muy abundante en la rizosfera de las plantas.

La relevancia de aislar estos miembros del grupo Pseudomonas en fuentes hidricas
radica en la capacidad de estos microorganismos para causar infecciones oportunistas en
pacientes inmunocomprometidos, con quemaduras, alteraciones metabdlicas como
diabetes y los cuales han sido sometidos a instrumentacion o cateterismo (Guzman
Sandoval, 2016).

Reglamentacion

Para mencionar las normas que establecen limites de microorganismos como los
estudiados en cuerpos superficiales de agua, se debe hacer referencia a las aguas de uso
recreativo. Las aguas costeras pueden ser el punto de contacto donde las personas estan
expuestas a bacterias resistentes a antibidticos, mientras participan en actividades
deportivas o recreativas.

A nivel internacional (Canada, Australia, OMS, U.S EPA (Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos) y la Union Europea) utilizan niveles guia, es decir
limites provisorios que permiten evaluar la seguridad de un ambiente acuético
recreacional, para coliformes totales, termotolerantes, Escherichia coli y Enterococcus
(ver Anexo ).

A nivel nacional, la Subsecretaria de Recursos Hidricos de la Nacion (SSRH) sugiere
adoptar lo establecido por la EPA (1986) en lo que respecta a E. coli y Enterococcus
(Ministerio de Salud, 2016).

Laura L. Sabathier 19



Estudio de resistencia a antibioticos del género Pseudomonas en muestras de agua del rio Limay.
Tramo de estudio: Senillosa — Plottier

Para la habilitacion de zonas balnearias en la Provincia de Neuquén, la Autoridad
Interjurisdiccional de Cuencas (AIC), realiza recuentos de E. coli para determinar la aptitud

microbioldgica del agua.
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Metodologia

Area de estudio

El trabajo de investigacion se llevd a cabo en un tramo del rio Limay comprendido
entre Senillosa y Plottier, el cual abarca unos 15 km de longitud aproximadamente. En la
Imagen 1 se puede observar el &rea de estudio ubicada en la cuenca del rio Limay.
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Imagen 1: Ubicacion del area de estudio en la cuenca del rio Limay. (Fuente:AIC)

Rio Limay

El curso superior del rio Limay tiene un régimen hidrolégico de origen pluvionival
atenuado por la presencia de lagos naturales ubicados en las nacientes de casi todos sus
tributarios importantes. EIl régimen hidroldgico natural se caracteriza por poseer una
doble onda de crecida. La primera durante el invierno (junio-agosto), época en que se
producen las principales lluvias sobre la cuenca. Las precipitaciones niveas se acumulan

hasta fines de la primavera (octubre-noviembre), en que se origina el deshielo provocando
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la segunda onda de crecida. Los estiajes, habituales hacia fines del verano, se extienden

hasta el comienzo de las lluvias otofiales. (AIC, 2019)

Sitios de Muestreo

La toma de muestras se llevo a cabo en cinco puntos distintos del rio Limay, los

cuales fueron georreferenciados con GPS y se muestran en la Imagen 2.

Plottier

Senillosa
Leyenda:

1-Balneario Municipal Senillosa
2-Camping viejo Senillosa
3-Paseo de la Costa Plottier
4-Balneario Municipal Plottier

Google Earth 5-La Herradura

i) arie

Imagen 2: Puntos de muestreo en el area de estudio, rio Limay. (Fuente: Google Earth 2019)
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. Balneario Municipal Senillosa (Zona I):
Este sitio se encuentra en la localidad de Senillosa, accediendo por Ruta Nacional 22
y calle Chubut. Sus coordenadas geogréficas son: (S) 39° 1'44.23"; (O) 68°25'59.74",
El lugar donde se recolect6 la muestra pertenece a un pequefio brazo del rio, donde

se evidencia una disminucion en la velocidad del rio.

Google Earth

Imagen 3: Imagen satelital del punto 1 de muestreo, Balneario Municipal Senillosa (Fuente: Google
Earth 2019)

Imagen 4: Balneario Municipal Senillosa (Fuente: Elaboracion propia)
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Il.  Camping viejo Senillosa (Zona Il):

Este sitio de muestreo también corresponde a la localidad de Senillosa y se encuentra
aguas abajo del antiguo camping municipal. Sus coordenadas geograficas son: (S) 39°
1'26.88"; (O) 68°23'39.72".

En este sector del rio la corriente viene con mayor velocidad, es un tramo recto y sin

ramificaciones.

“CampingyviejeiSenillosa

s

Imagen 5: Imagen satelital del punto 2 de muestreo, pasando el antiguo camping municipal (Fuente:
Google Earth 2019)

Imagen 6: Camping viejo Senillosa (Fuente: Elaboracion propia)

Laura L. Sabathier 24



Estudio de resistencia a antibioticos del género Pseudomonas en muestras de agua del rio Limay.
Tramo de estudio: Senillosa — Plottier

I1l.  Paseo de la Costa Plottier (Zona I11):

Esta zona de muestreo se encuentra en la localidad de Plottier, dentro del complejo
Los Canales y se accede por Avenida Plottier desde Ruta Nacional 22. Sus coordenadas
geograficas son: (S) 38°58'41.05"; (O) 68°14'25.78".

La toma de muestra se realizd en una zona de meandros donde la velocidad de la

corriente disminuye con respecto al centro del rio.
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Imagen 7: Imagen satelital del punto 3 de muestreo, cerca del circuito del Paseo de la Costa Plottier
(Fuente: Google Earth 2019)

Imagen 8: Paseo de la Costa Plottier (Fuente: Elaboracion propia)
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IVV.  Balneario Municipal Plottier (Zona 1V):

Este punto de muestreo se localiza dentro de la zona establecida como balneario de
la Ciudad de Plottier y sus coordenadas geograficas son: (S) 38°57'57.00"; (O)
68°12'38.22".

La muestra se recolectd en cercanias de un cafio de toma de agua y donde la velocidad
de la corriente disminuye respecto del centro del rio debido a la presencia de meandros.

[‘mi

3+ P

'O’MUQ'C_'QGI Plottier .

Google Earth

Irage @ 7!

Imagen 9: Imagen satelital del punto 4 de muestreo, Balneario Municipal Plottier (Fuente: Google Earth
2019)

Imagen 10: Balneario Plottier (Fuente: Elaboracion propia) Imagen 11: Sitio de muestreo en el
Balneario Plottier (Fuente: Elaboracion
propia)
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V. LaHerradura (Zona V):

Este sitio utilizado como balneario pertenece al ejido de Plottier y se accede por Ruta
Nacional 22, en el kilometro 1230 de dicha ruta. Sus coordenadas geograficas son: (S)
38°58'6.25"; (O) 68°10'59.68".

Este tramo del rio no presenta ramificaciones o bifurcaciones y es una zona de poca

profundidad en cercanias a la orilla.

£

Imagen 13: Sitio de muestreo en La Herradura (Fuente: Elaboracion propia)
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Diseno de Muestreo

Para el estudio microbioldgico del agua se procedio a tomar una muestra en cada uno
de los cinco sitios antes mencionados, iniciando en la Zona | Balneario Municipal
Senillosa y continuando segun el cauce del rio. El procedimiento de toma de muestra se
realiz acorde con la metodologia de Métodos Normalizados para el Anélisis de Aguas
Potables y Residuales (American Public Health Association [APHA], 1992).

Una vez finalizado el muestreo, las muestras se transportaron en conservadora al
Laboratorio de la Facultad de Ciencias del Ambiente y Salud de la Universidad Nacional
del Comahue, para su posterior analisis.

Los muestreos se realizaron en dos camparias, la primera el 10 de Marzo y la segunda
el 20 de Abril, asimismo se registraron los valores de temperatura ambiental para cada

campana.

Analisis de Laboratorio

Las muestras recolectadas se sometieron a diversos analisis microbioldgicos con la
finalidad de obtener cepas del género Pseudomonas, a las cuales se evalué su
susceptibilidad frente a los antibidticos. Estos analisis consistieron en pruebas de
presencia-ausencia, recuento, aislamiento y pruebas de identificacion de bacterias del

género Pseudomonas.

Presencia/Ausencia de bacterias del género Pseudomonas

Este analisis permiti6 evaluar la presencia/ausencia de bacterias del género
Pseudomonas en cada uno de los sitios de muestreo. Se inocularon 100 ml de caldo de
cultivo Asparagina a doble concentracion con 50 ml de muestra. Las botellas inoculadas
se llevaron a estufa a 35 °C por 48 horas. El resultado positivo esta dado por presencia de

turbidez y fluorescencia bajo luz ultravioleta.

Recuento de bacterias del género Pseudomonas

Simultaneamente, a la técnica de Presencia/Ausencia, se realizdé el Recuento de
Bacterias Pseudomonas a través de la técnica de fermentacion en tubo multiple segin

Métodos Normalizados para el Analisis de Aguas Potables y Residuales (APHA, 1992).
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El resultado, luego de la incubacion en estufa a 35-37 °C por 48 horas, es positivo por

presencia de turbidez y fluorescencia bajo luz ultravioleta.

Aislamiento de cepas del género Pseudomonas

A partir de cada botellon y tubo de ensayo positivo, se sembré en un medio selectivo
agarizado a través de la técnica por agotamiento en superficie en una sola placa para
obtener colonias aisladas. Luego de su incubacién en estufa a 35 °C por 48 horas, se
observo la fluorescencia de las colonias bajo luz ultravioleta.

Los medios sélidos utilizados fueron “Cetrimida Agar Base” y “Pseudomona Agar
P”, ambos usados para el aislamiento y diferenciacion de especies de Pseudomonas spp
en base a la produccion de pigmentos como la piocianina, pioverdina, piomelanina o
piorrubina (Britania, 2019).

Aquellas colonias que presentaron fluorescencia se aislaron a tubos en pico de flauta

con el mismo medio solido, estableciendose los correspondientes cultivos puros.

Pruebas de identificacion

Como procedimiento de verificacion de las bacterias del género Pseudomonas se

realizaron: tincion de Gram, prueba de la Catalasa y prueba de fluorescencia.

» Coloracion de Gram

La tincion de Gram es una de las tinciones diferenciales con mas uso en
bacteriologia, donde el efecto de la combinacidn de colorantes, mordiente y disolventes
sobre los microorganismos esta relacionado con la composicién quimica de su pared

celular. De esta manera distingue bacterias Gram (+) de aquellas Gram (-).

» Prueba de la Catalasa

La prueba de la Catalasa se realizo transfiriendo una ansada de cultivo puro en un
portaobjeto con una gota de agua, para luego agregar unas gotas de peréxido de hidrégeno
al 3% y observar la produccion de burbujas de oxigeno como resultado positivo. La
Catalasa es una enzima que convierte el peroxido de hidrégeno, que es letal cuando se
acumula, en agua y oxigeno molecular en aguellos organismos que tienen un metabolismo

oxidativo aerdbico de los hidratos de carbono.

» Prueba de Fluorescencia

Todos los cultivos y aislamientos fueron sometidos bajo luz ultravioleta para

corroborar la existencia de pigmentos que fluorescen. Una fluorescencia positiva da el
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indicio de un conjunto de especies del geénero Pseudomonas que poseen esta
caracteristica, como: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens vy

Pseudomonas putida.

Se determiné el grado de susceptibilidad del grupo de Pseudomonas aisladas que
presentaron fluorescencia bajo luz UV frente a los antibidticos Imipenem y Meropenem,
del grupo Carbapenemes, mediante el método de difusién en agar (Clinical and
Laboratory Standards Institute [CLSI], 2012). Se usaron monodiscos de 10 pg de

concentracion de cada antibidtico, de la marca Britania (ver Imagen 14).

Imagen 14: Monodiscos de Imipenem y Meropenem
utilizados (Fuente: Elaboracion propia)

Una vez transcurrida la incubacion de las placas, se observaron las zonas de
inhibicion y se realizd la interpretacion de los resultados a traves de los puntos de corte
establecidos por la CLSI. Los resultados de los halos de inhibicidn se correlacionan con
tres categorias: “sensible”, “intermedio” y “resistente”.

A continuacion se presenta la tabla 1 con los puntos de corte publicados en el
documento M100 del CLSI, 2018.

Tabla 1: Puntos de corte frente a Carbapenems (CLSI, 2018)

ego de interpretacion v dizmetros de zonas de
Antibidtico 0 . '.- de icion e
Sensible Intermedio Resistente
IMIPENEM 10 ug 219 16-18 <15
MEROPENEM 10 ug >19 16-18 <15
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Resultados y Discusion

Presencia/Ausencia de bacterias del género

Pseudomonas

Los resultados obtenidos en ambas campafias de muestreo para las pruebas de

presencia/ausencia se muestran a continuacion en la tabla 2.

Tabla 2: Resultados de bacterias Pseudomonas

. Presencia/Ausencia

Sitios - .
a Desarrollo (turbidez) Fluorescencia
= Q Zona | desarrollo (+)
E o
s ﬁ Zona Il desarrollo (+)
< L
©>5 Zona Il desarrollo (+)
- =

Zona IV desarrollo (+)

ZonaV desarrollo (+)

i Presencia/Ausencia
Sitios - -

lu Desarrollo (turbidez) Fluorescencia
e Zona | sin desarrollo NC
< LLl
= E Zona Il sin desarrollo NC
< W
O Zona lll desarrollo (+)
=

Zona IV desarrollo (+)

Zona V desarrollo )

NC = No Corresponde

La primer campafia de muestreo evidenci6 desarrollo de bacterias del género
Pseudomonas en todos los sitios; situacion que fue determinada por el desarrollo
bacteriano (turbidez) y fluorescencia en los botellones (ver Imagen 15). Esto se condice
con la bibliografia sobre este género de bacterias que estd ampliamente distribuido en la
naturaleza. Segin Sanchez Bermudez (2013) el género Pseudomonas abarca diferentes
habitats, colonizando aguas, suelos, plantas y animales, debido a su importante grado de

adaptabilidad fisiol6gica y genética.
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Asimismo, segun Ruiz Martinez (2007) cualquier habitat con un rango de
temperatura entre 4-42 °C, un pH entre 4-8 y que contenga compuestos organicos simples
o complejos es un hébitat potencial para Pseudomonas, condiciones ambientales propias
del medio acuatico donde se muestreo.

Por otro lado, en la segunda campafia la Zona | y I, no presentaron desarrollo de
bacterias del género Pseudomonas, y la Zona V, evidencié desarrollo pero sin

fluorescencia con lo cual no estariamos en presencia de este grupo de bacterias.

Imagen 15: Botellas con desarrollo y
fluorescencia expuestas a la luz UV. (Fuente:
Elaboracion propia)

Segun la Guia Canadiense (2012) para agua recreativa y la OMS (2005), E. coli es el
microorganismo indicador utilizado para evaluar la aptitud del agua; y ademas no
recomienda realizar pruebas para detectar la presencia de microorganismos patdgenos
(bacterias, virus, protozoos). Sin embargo, mencionan que en ciertas circunstancias, como
durante las investigaciones de posibles brotes de enfermedades transmitidas por el agua,
se justifica realizar pruebas de presencia a ciertos organismos patégenos como es el caso

de Pseudomonas.

Recuento de bacterias del género Pseudomonas

En la tabla 3 se presentan los resultados del recuento de bacterias del género

Pseudomonas mediante la técnica del NUmero Mas Probable (NMP).
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Tabla 3: Recuento de bacterias Pseudomonas del grupo fluorescente

Campafia de NMP bact. /100 ml
Muestreo Zona | Zona Il Zona lll Zona IV Zona V
1° 23 23 23 23 43
2° - - 23 23 -

Es importante aclarar nuevamente, que los resultados estan dados en funcion de la
turbidez y fluorescencia con lo cual deben darse ambas condiciones. Una fluorescencia
positiva nos habla de la presencia de especies del grupo Fluorescente, es decir
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida (ver Imagen
16).

Como era de esperarse, se pudo observar una correlacion entre los valores de
presencia/ausencia y los valores de recuento. Los sitios que evidenciaron en ambas
campanas valores de 23 NMP de bacterias por cada 100 ml de muestra fueron las zonas
11y IV como se muestra en la tabla 3.

Segun Barahona Castillo et al. (2017) los valores de recuento de miembros del grupo
Pseudomonas en cursos de agua puede deberse al vertido de liquidos cloacales ya que la
frecuencia de este género de bacterias, y en especial Pseudomonas aeruginosa, en aguas
de rios esta directamente relacionada con el grado de contaminacidn fecal derivada de

aguas residuales.

Imagen 16: Tubos de ensayo bajo luz
ultravioleta. (Fuente: Elaboracién propia)

Si bien la calidad del agua de uso recreativo no es tan exigente como la de agua para

consumo deberia tenerse en cuenta la presencia del género Pseudomonas debido a su
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patogenicidad, relacion con la contaminacion fecal y su capacidad de resistencia
antibidtica. Segun Rios-Tobdn et al. (2017) la caracteristica mas importante de
Pseudomonas es su capacidad de inhibir coliformes, los indicadores de contaminacion de
agua mas usados en el mundo, y esta situacion podria dar una falsa impresion de seguridad
o calidad del agua. Es por esto que se deberia contemplar dentro de los monitoreos que
se realizan en las aguas recreativas a este grupo de bacterias.

En cuanto a las zonas que no registraron presencia ni recuento en la segunda
campafa, no se encontraron estudios previos en ambientes similares que puedan explicar

la ausencia de este grupo de bacterias.

Aislamiento de cepas del género Pseudomonas

Para el aislamiento se utilizaron s6lo los caldos provenientes de las anteriores pruebas
que resultaron positivas a la luz UV, lograndose un total de 20 aislamientos con dichas
caracteristicas.

A continuacién en las Imagenes 17, 18 y 19 se muestran distintas morfologias de las

colonias que se aislaron, pudiendo ser lisas, rugosas, mucoides o gelatinoides (Cabello,
2007).

Imagen 17: Colonias Imagen 18: Colonias Imagen 19: Colonias
fluorescentes del género  fluorescentes del género  fluorescentes del género Pseudomonas.
Pseudomonas. (Fuente: Elaboracién  Pseudomonas. (Fuente: Elaboracién  (Fuente: Elaboracion propia)

propia) propia)
Segun Britania (2019) los medios Cetrimida Agar Base y Pseudomona Agar P son
los més adecuados para la seleccion de bacterias del grupo Fluorescente de Pseudomonas
ya que el cloruro de magnesio y el sulfato de potasio estimulan la produccion de

pigmentos, razén por la cual se utilizaron estos medios solidos selectivos.
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Pruebas de identificacion

Coloracion de Gram
Esta prueba dio como resultado una coloracion rosada de las colonias aisladas, propio
de aquellas bacterias Gram-negativas. La observacion al microscopio (ver Imagen 20)

constato la presencia de bacilos alargados Gram-negativos.

Imagen 20: Vista en microscopio Optico de bacterias del género
Pseudomonas, haciendo zoom en un recorte para distinguir los bacilos
(Fuente: Elaboracién propia)

Esta prueba es, tal como lo indican Salazar y Echeverria (2000), un método
diferencial porque divide a las bacterias en dos clases, Gram-negativas y Gram-positivas
de acuerdo a los componentes predominantes de su pared celular, y permite asi mismo la

observacion microscépica de la morfologia, el tamafio y la agrupacion.

Prueba de la Catalasa

Los resultados para la prueba de la Catalasa fueron positivos para los 20 aislamientos,

observandose el burbujeo del oxigeno (ver Imagen 21).
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B)

Imagen 21: A) y B) Rapida produccidn sostenida de burbujas de oxigeno
sobre el extendido (Fuente: Elaboracién propia)

Se evidencié el metabolismo oxidativo aerébico de carbohidratos de estas bacterias

a través del burbujeo con el peréxido de hidrégeno, como lo expresa Sanchez Bermudez

(2013), prueba positiva para este grupo de microorganismos que poseen citocromos.

Prueba de fluorescencia
Los 20 aislamientos presentaron fluorescencia al exponerlos a la luz ultravioleta, esto
permitio constatar la presencia de Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y

Pseudomonas putida en los aislamientos, tal como es indicado por Cabello (2007).

Evaluacion de susceptibilidad a Carbapenemes

Luego de la incubacidn de las placas se procedié a examinarlas y medir los diametros

de los halos de inhibicion, como se observa en las imagenes 22, 23, 24 y 25.
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Imagen 22: Antibiograma  del Imagen 23: Antibiograma del aislamiento
aislamiento 8 (Fuente: Elaboracién propia) 13 (Fuente: Elaboracion propia)

Imagen 24: Antibiograma del aislamiento Imagen  25:  Antibiograma  del
14 (Fuente: Elaboracién propia) aislamiento 17 (Fuente: Elaboracion
propia)

A continuacion, en la tabla 4 se presentan las mediciones de los halos de inhibicion

para Imipenem y Meropenem de los 20 aislamientos obtenidos.
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Tabla 4: Medicion de halos de inhibicion para Imipenem y Meropenem

Cepas fluorescentes de IMIPENEM MEROPENEM
Pseudomonas Didmetro de inhibicion (mm) Didmetro de inhibicién (mm)
Aislamiento 1 19 17
Aislamiento 2 13 13
Aislamiento 3 16 18
Aislamiento 4 15 17
Aislamiento 5 16 17
Aislamiento 6 16 17
Aislamiento 7 16 18
Aislamiento 8 14 16
Aislamiento 9 20 18

Aislamiento 10 20 17
Aislamiento 11 21 17
Aislamiento 12 20 17
Aislamiento 13 15 12
Aislamiento 14 14 12
Aislamiento 15 15 16
Aislamiento 16 14 18
Aislamiento 17 15 19
Aislamiento 18 16 18
Aislamiento 19 8 6
Aislamiento 20 15 17

Respecto al antibiotico Imipenem se hallaron 10 (50%) cepas con resistencia, 5
(25%) cepas tuvieron sensibilidad intermedia y otras 5 (25%) fueron sensibles, esta
informacion se puede observar en el Grafico 1. Estos resultados son distintos a los
encontrados por Pulido Beltran et al. (2017) en un estudio de resistencia antimicrobiana
realizado en muestras hidricas de fuentes naturales y artificiales, donde Pseudomonas
spp. no presentd resistencia a Imipenem. Asimismo, Gutiérrez Cardenas et al. (2017)
hallé que Pseudomonas aeruginosa aisladas de agua de uso agricola presenté sensibilidad
a este antibidtico.

La existencia de resistencia a Imipenem puede deberse a que éste es capaz de inducir
los mecanismos de resistencia que un aislamiento tiene latentes. Segun Gémez Alvarez
et al. (2005) Imipenem tiene el mas alto riesgo de inducir resistencia en bacterias clinicas

previamente sensibles a este antibidtico.
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Susceptibilidad a Imipenem

n =20 cepas

25% {

25%

.

B Resitente Intermedio Sensible

Grafico 1: Resultados de susceptibilidad de los aislamientos frente a Imipenem.

En cuanto al antibidtico Meropenem se observd que 4 (20%) aislamientos tenian
resistencia, 15 (75%) aislamientos presentaron sensibilidad intermedia y s6lo 1 (5%) cepa
demostro ser sensible (ver Grafico 2). Segun Ruiz Martinez (2007) la resistencia hallada
en estos aislamientos podria deberse a la alteracion en las bombas de reflujo MexAB-
oprM presentes en estas bacterias, lo cual modifica la susceptibilidad de estas cepas frente

a este antibiotico.

Susceptibilidad a Meropenem

l = ‘= 20 cepas

B Resistente Intermedio " Sensible

Grafico 2: Resultados de susceptibilidad de los aislamientos frente a Meropenem.

Se observd también, que del comportamiento de los aislamientos frente a los dos
antibioticos 4 (20%) cepas presentaron resistencia y sélo 5 (25%) mostraron una

sensibilidad intermedia (ver Grafico 3). El resto de los aislamientos presentaron
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condiciones variadas como sensibilidad a Imipenem Yy sensibilidad intermedia a

Meropenem, o resistencia a Imipenem y sensibilidad intermedia a Meropenem.

Susceptibilidad a Imipenem y Meropenem

n = 20 cepas

55%

B Resistente Intermedio Otros

Grafico 3: Resultados de susceptibilidad de los aislamientos frente a Imipenem y Meropenem.

Segun Nicolau & Oliver (2010), el 20% de los aislamientos que resultaron resistentes
a los dos antibidticos, mostrados en el grafico 3, podria estar relacionado con la represion
0 inactivacion de la porina OprD que se encuentra en la membrana externa de
Pseudomonas aeruginosa, la que es utilizada especificamente por los carbapenemes para
ingresar a la célula bacteriana. Estos autores resaltan la importancia de hallar resultados
como estos debido a que brindan una idea del potencial riesgo para la salud que
representan las cepas ambientales con resistencia antibiotica.

A su vez estos resultados se acercan a los obtenidos por Santella et al. (2011) en un
trabajo donde se analiz6 la contribucion de distintos mecanismos de resistencia a
antibioticos carbapenemes (Imipenem y Meropenem) en aislamientos clinicos de
Pseudomonas aeruginosa caracterizados como productores de metalocarbapenemasas; en
el cual se comprobd que 5 de los 20 aislamientos estudiados fueron resistentes a los dos
carbapenemes y el resto fue sensible segun los puntos de corte del CLSI.

La importancia de los valores hallados respecto al grupo de bacterias estudiadas nos
alertan sobre la existencia de genes de resistencia en un ambiente natural y la posibilidad
de transferirse a otras bacterias. Nicolau & Oliver (2010) explican que si bien
Pseudomonas aeruginosa es la de mayor importancia clinica debido a las infecciones
nosocomiales y su resistencia natural a una gran variedad de antibioticos, las otras
especies del género, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida, también pueden

causar problemas epidemioldgicos y, ain mas importante, ser un reservorio ambiental de
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determinantes de resistencia que pueden ser transmitidos a otras especies de mayor
relevancia. Segin Gaze (2017) la contaminacion del ambiente con bacterias patdégenas
resistentes a los agentes antimicrobianos plantea un riesgo real no solamente como fuente
de infeccién sino como fuente de plasmidos de resistencia que pueden ser facilmente
diseminados a otras bacterias patégenas de diversos origenes.

Por otro lado, los valores de resistencia frente a los dos antibiéticos nos confirman la
presencia de bacterias multirresistentes del grupo Pseudomonas, lo que es de suma
relevancia ya que estas bacterias tienen la capacidad innata de encontrar nuevas formas
de resistir a los tratamientos y pueden transmitir material genético que permite a otras
bacterias hacerse farmacorresistentes. La Organizacion Mundial de la Salud en 2017
elabord una lista con los “patdgenos prioritarios” resistentes a antibioticos, donde
Pseudomonas se encuentra dentro de la categoria de “prioridad critica” por ser bacterias
multirresistentes (ver Anexo I1). Segun Serra Valdés (2017) esta multirresistencia hallada
podria deberse a la presencia de mas de una bomba de expulsion de la familia de

resistencia division nodular (RND) en las cepas aisladas.
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Conclusiones y Recomendaciones

En funcion a los objetivos fijados para esta tesis se confirmo la presencia de bacterias
del género Pseudomonas que presentan fluorescencia, en el tramo del rio Limay
comprendido entre las localidades de Senillosa y de Plottier.

Los valores de presencia/ausencia se correlacionaron con los valores de recuento.
Los sitios que evidenciaron en ambas camparias valores de 23 NMP de bacterias por cada
100 ml de muestra fueron las zonas 111 y V. Estos valores de recuento de miembros del
grupo Pseudomonas en cursos de agua podrian estar relacionados al vertido de liquidos
cloacales y por lo tanto con el grado de contaminacion fecal. Por esta razon y por su
capacidad de inhibir coliformes también se consider6 importante la necesidad de
incorporar este género dentro de los monitoreos realizados a las aguas de uso recreativo.
Si bien la Guia Canadiense para la calidad del agua recreativa y la OMS toma a
Escherichia coli como microorganismo indicador de la aptitud del agua, establece que en
ciertas circunstancias debe analizarse la presencia de Pseudomonas.

Se logré el aislamiento de cepas de cada muestra de agua correspondiente a las
distintas zonas de muestreo, verificando posteriormente a través de la tincion de Gram, la
prueba de la catalasa y de la fluorescencia que se trataba del grupo fluorescente del género
Pseudomonas: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas
putida.

La evaluacion de susceptibilidad de las cepas aisladas frente al antibiético Imipenem
arrojo un 50 % de resistencia, lo que puede deberse a que este antibidtico es capaz de
inducir los mecanismos de resistencia que una cepa tiene latentes en sus genes.

Por otro lado, los resultados de susceptibilidad para Meropenem mostraron que un
20% de los aislamientos eran resistentes, lo que podria deberse a la alteracion en las
bombas de reflujo MexAB-oprM de estas bacterias.

Los resultados de susceptibilidad a los dos antibidticos del grupo Carbapenemes
mostraron una multirresistencia del 20% de las cepas aisladas. Esto podria estar
relacionado con la represion o inactivacion de la porina OprD que se encuentra en la
membrana externa de Pseudomonas aeruginosa. A su vez, podria estar relacionado a la
presencia de bombas de expulsion de la familia RND segin Serra Valdés (2017). Estos
resultados son importantes debido a que brindan una idea del potencial riesgo para la

salud que representan las cepas ambientales con resistencia antibidtica.
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Nicolau & Oliver (2010) y Gaze (2017) destacan la importancia de este grupo de
bacterias ya que tanto Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens vy
Pseudomonas putida plantean un riesgo real como fuente de infeccion y fuente de
plasmidos de resistencia que pueden ser facilmente diseminados a otras bacterias
patdgenas de diversos origenes.

Asimismo, la presencia de bacterias multirresistentes del grupo Pseudomonas, es de
suma relevancia ya que estas bacterias tienen la capacidad innata de encontrar nuevas
formas de resistir a los tratamientos. La Organizacion Mundial de la Salud en 2017
elabord una lista con los “patdgenos prioritarios” resistentes a antibidticos, donde
Pseudomonas se encuentra dentro de la categoria de “prioridad critica” por ser bacterias
multirresistentes.

La exposicion humana ya sea por contacto directo o indirecto a bacterias del grupo
Pseudomonas fluorescente y con genes de resistencia antibiotica en el tramo de estudio
del rio Limay son un hecho comprobable. Es por ello que se recomienda:

v Continuar el estudio de bacterias ambientales resistentes y su capacidad de

transferir horizontalmente los genes de resistencia.

v’ Estudiar la influencia de las variables fisicoquimicas con respecto a este grupo de

bacterias.

v Realizar monitoreos microbioldgicos y de susceptibilidad en zonas de descargas

puntuales cercanas a plantas de tratamiento.

v’ Establecer un sistema de vigilancia que incluya al grupo Pseudomonas dentro de

los monitoreos ambientales.

v/ Continuar con este tipo investigacion a fin de poder establecer puntos de corte

propios para estas cepas aisladas del ambiente.

v Incorporar en los monitoreos que realiza la autoridad de aplicacion para la

habilitacion de zonas recreativas el analisis de estas cepas.
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Anexos

Anexo |: Parametros en aguas dulces recreativas

Tabla 5: Valores guia de indicadores en aguas dulces recreativas en distintos paises

y organizaciones

Pais/ Indicador para agua Formato y valores guia Referencias

organizacion dulce

Media geométrica
concentracién: 126/100 mL
Muestra simple
concentracidon maxima: ®235/100 mL
Media geométrica
concentracién: 33/100 mL
Muestra simple
concentracién maxima: 62/100 mL
95th percentil /100 mL:
Enterococos A: <40
OoMS intestinalest B:41-200 OMS, 2003?
C: 201-500
D: >500
95th percentil /100 mL:
Enterococos A: =40
Australia intestinalest B:41-200 NHMRC, 2008
C: 201-500
D: >500
95th percentil/100 mL:
Excelente: 200 /100 mL
Bueno: 400/100 mL
90th percentil/100 mL:
Suficiente: 330/100 mL
95th percentil/100 mL:
Excelente: 500 /100 mL
E. coli Bueno 1000/100 mL
90th percentil/100 mL:
Suficiente: 900/100 mL
Media geométrica
concentracion: £ 200/100 mL
Muestra simple
Canads conc?ntracié? nlwéxima:s 400/100 mL Canadé, 2012
Media geométrica
concentracion: < 35/100 mL
Muestra simple
concentracion maxima: < 70/100 mL
Adaptado de Guias para calidad de aguas recreativas Canada 2012.

E. coli
U.S. EPA?® U.S EPA, 2002

Enterococos

Enterococos
intestinales

Unidn Europea UE, 2006

E. coli

Enterococos

a - Tenga en cuenta que en la actualidad se estan elaborando nuevos criterios que podrian estar
disponibles en 2012.
b - Zona de playa designada (nivel de confianza del 75%).
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¢ - Recomienda que se utilicen directrices para las aguas costeras hasta que se disponga de mas datos
sobre el agua dulce.

Anexo ll: Comunicado de prensa de la OMS

La OMS publica la lista de las bacterias para las que se necesitan urgentemente
nuevos antibidticos

27 de febrero de 2017 | Comunicado de prensa | GINEBRA

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publica hoy su primera lista de
«patodgenos prioritarios» resistentes a los antibidticos, en la que se incluyen las 12 familias
de bacterias mas peligrosas para la salud humana.

La lista se ha elaborado para tratar de guiar y promover la investigacion y desarrollo
(1+D) de nuevos antibioticos, como parte de las actividades de la OMS para combatir el
creciente problema mundial de la resistencia a los antimicrobianos.

En la lista se pone de relieve especialmente la amenaza que suponen las bacterias
gramnegativas resistentes a multiples antibiédticos. Estas bacterias tienen la capacidad
innata de encontrar nuevas formas de resistir a los tratamientos y pueden transmitir
material genético que permite a otras bacterias hacerse farmacorresistentes.

«Esta lista es una nueva herramienta para garantizar que la 1+D responda a
necesidades urgentes de salud publica», sefiala la Dra. Marie-Paule Kieny, Subdirectora
General de la OMS para Sistemas de Salud e Innovacion. «La resistencia a los antibioticos
va en aumento y estamos agotando muy deprisa las opciones terapéuticas. Si dejamos el
problema a merced de las fuerzas de mercado exclusivamente, los nuevos antibidticos
gue con mayor urgencia necesitamos no estaran listos a tiempo».

La lista de la OMS se divide en tres categorias con arreglo a la urgencia en que se
necesitan los nuevos antibioticos: prioridad critica, alta 0 media.

El grupo de prioridad critica incluye las bacterias multirresistentes que son
especialmente peligrosas en hospitales, residencias de ancianos y entre los pacientes que
necesitan ser atendidos con dispositivos como ventiladores y catéteres intravenosos. Entre
tales bacterias se incluyen las siguientes: Acinetobacter, Pseudomonasy varias
enterobacteriaceas como Klebsiella, E. coli, Serratia, y Proteus. Son bacterias que
pueden provocar infecciones graves y a menudo letales, como infecciones de la corriente

sanguinea y neumonias.

Laura L. Sabathier 49



Estudio de resistencia a antibioticos del género Pseudomonas en muestras de agua del rio Limay.
Tramo de estudio: Senillosa — Plottier

Estas bacterias han adquirido resistencia a un elevado nimero de antibidticos, como
los carbapenémicos y las cefalosporinas de tercera generacion (los mejores antibioticos
disponibles para tratar las bacterias multirresistentes).

Los niveles segundo Yy tercero de la lista —las categorias de prioridad alta y media—
contienen otras bacterias que exhiben una farmacorresistencia creciente y provocan
enfermedades comunes como la gonorrea o intoxicaciones alimentarias por salmonela.

Esta semana se retnen en Berlin los expertos en salud del G20. En palabras del Sr.
Hermann Grohe, Ministro Federal de Salud de Alemania, «necesitamos antibidticos
eficaces para nuestros sistemas de salud. Debemos actuar unidos hoy para un mafiana mas
sano. Asi pues, examinaremos y sefialaremos a la atencion del G20 la lucha contra la
resistencia a los antimicrobianos. La primera lista mundial de la OMS de patégenos
prioritarios es una nueva herramienta importante para garantizar y guiar la investigacion
y el desarrollo que permita lograr nuevos antibidticos».

La lista tiene por objeto animar a los gobiernos a que establezcan politicas que
incentiven la investigacion cientifica basica y la 1+D avanzada tanto a través de
organismos financiados con fondos publicos como del sector privado que inviertan en el
descubrimiento de nuevos antibioticos. Asimismo proporcionara orientaciones a nuevas
iniciativas de I+D como la Alianza mundial de 1+D OMS/DND:i para los antibidticos, que
estd comprometida con el desarrollo de nuevos antibiéticos sin &nimo de lucro.

El bacilo de la tuberculosis, cuya resistencia al tratamiento tradicional ha ido en
aumento en los ultimos afios, no fue incluido en la lista porque es objeto de otros
programas especificos. Otras bacterias que no fueron incluidas, como los estreptococos
de los grupos A y B y Chlamydia, tienen bajos niveles de resistencia a los tratamientos
existentes y no representan actualmente una amenaza significativa para la salud pablica.

La lista se elaboro en colaboracion con la Division de Enfermedades Infecciosas de
la Universidad de Tlbingen (Alemania), mediante una técnica de andlisis de decisiones
de maltiples criterios desarrollada por un grupo de expertos internacionales. Los criterios
para incluir patégenos en la lista fueron los siguientes: el grado de letalidad de las
infecciones que provocan; el hecho de que el tratamiento requiera 0 no una
hospitalizacion larga; la frecuencia con que presentan resistencia a los antibidticos
existentes cuando infectan a las personas de las comunidades; la facilidad con la que se
transmiten entre animales, de animales a personas y entre personas; si las infecciones que

provocan pueden o no prevenirse (por ejemplo, mediante una buena higiene y
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vacunacién); cuantas opciones terapéuticas quedan; y si se estan investigando y
desarrollando nuevos antibidticos para tratar las infecciones que causan.

«Los nuevos antibioticos desarrollados contra los patdgenos prioritarios que figuran
en esta lista contribuiran a reducir las muertes debidas a infecciones resistentes en todo el
mundo», dice la profesora Evelina Tacconelli, Jefa de la Division de Enfermedades
Infecciosas de la Universidad de Tubingen y una de las personas que mas han contribuido
a la elaboracion de la lista. «Esperar mas producira problemas adicionales de salud
publica y repercutird enormemente en la atencion a los pacientes».

Aunque es esencial aumentar la 1+D, esta solo no basta para solucionar el problema.
Para luchar contra la resistencia, tiene que haber también una mejor prevencién de las
infecciones y un uso apropiado de los antibi6ticos existentes en la medicina humana y
veterinaria, asi como un uso racional de cualquier nuevo antibidtico que se desarrolle en

el futuro.

Lista OMS de patogenos prioritarios para la 1+D de nuevos antibidticos
Prioridad 1: CRITICA
e Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos
e Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos
o Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, productoras de ESBL
Prioridad 2: ELEVADA
« Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina
o Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y
resistencia a la vancomicina
o Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina
o Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas
o Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas
o Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina, resistente a las
fluoroquinolonas
Prioridad 3: MEDIA
e Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina
o Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina
o Shigella spp., resistente a las fluoroguinolonas

Publicado en: https://www.who.int/es/news-room/detail/27-02-2017-who-publishes-list-

of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed
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