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RESUMEN

Introduccién: Las enterobacterias han ido adquiriendo mecanismos de resistencia a los antimicrobianos,
como la produccion de Beta Lactamasas de Espectro Extendido (BLEE) que otorga resistencia a varios beta-
lactamicos. Estas bacterias, capaces de causar infecciones intrahospitalarias y comunitarias dificiles de tratar, se
estan diseminando y habitan reservorios ambientales, como aguas;y es considerado un problema de salud publica.
Situacion desconocida en nuestro medio. Objetivo: Identificar Enterobacterias productoras de BLEE y AmpC
en agua de los rios Tamborada y Rocha, utilizados para el riego de cultivos en la zona Maica de Cochabamba.
Métodos: Estudio descriptivo, transversal y cuantitativo. Se analizaron 70 muestras de agua: 44 del rio Tamborada
y 26 del Rocha. Las muestras se cultivaron en Agar MacConkey con Cefotaxima (2 ym/ml). Las bacterias que
crecieron se identificaron con agar cromogénico y pruebas bioquimicas. Las cepas productoras de BLEE y tipo
AmpC se determinaron por difusion y aproximacion de discos: Cefotaxima, ceftazidima, Amoxicilina/Acido
clavulanico para BLEE y Cefoxitin para AmpC. Resultados: Se aislaron 23 cepas de Escherichia coli (E. coli)
productoras de BLEE (32,8%) de las 70 muestras y 22 muestras (resistentes a cefoxitin) que podrian tener ademas
resistencia tipo AmpC. Conclusion: E. coli productoras de BLEE y probablemente AmpC estan circulando en
ambientes de nuestro medio como ser agua de Rios Tamborada y Rocha, esto representa un problema de salud
publica, mas si consideramos que estas aguas son utilizadas en riego de verduras que abastecen los mercados de
Cochabamba y pueden diseminar estas bacterias entre la poblacion.

ABSTRACT

Introduction: Enterobacteria have been acquiring antimicrobial resistance mechanisms, such as the production of
extended spectrum beta lactamases (ESBL) that gives resistance to several beta-lactams.These bacteria, capable of
causing intrahospital and community infections difficult to treat,are spreading and inhabit environmental reservoirs,
such as water; and is considered a public health problem. Unknown situation in our environment. Objective:
Identify Enterobacteria producing BLEE and AmpC in water from the Tamborada and Rocha rivers, used for
irrigation of crops in the Maica area of Cochabamba. Methods: Descriptive, cross-sectional and quantitative
study. 70 water samples were analyzed: 44 from the Tamborada river and 26 from Rocha.The samples were grown
in MacConkey Agar with Cefotaxime (2 pm/ml). Bacteria that grew were identified with chromogenic agar and
biochemical tests.The ESBL and AmpC type producing strains were determined by diffusion and approximation of
discs: Cefotaxime, Ceftazidime, Amoxicillin/Clavulanic acid for ESBL; and Cefoxitin for AmpC. Results: 23 strains
of ESBL-producing Escherichia coli (32.8%) were isolated from the 70 samples. 22 of these isolates (resistant
to cefoxitin) could also have AmpC resistance. Conclusion: E. coli producers of ESBL and probably AmpC are
circulating in our environment such as waters of Rocha and Tamborada rivers, which represent a public health
problem, more if we consider that these waters are used in irrigation of vegetables that they supply Cochabamba
markets and can spread these bacteria among the population.

INTRODUCCION embargo, hoy se considera un problema de
salud publica la diseminacién y distribucién
de algunas enterobacterias que han adquirido
mecanismos de resistencia a antimicrobianos

empleados en el tratamiento de infecciones

Las enterobacterias son habitantes
normales de la flora bacteriana del
intestino del hombre y los animales. Sin
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que pueden provocar. Un ejemplo es el de

las bacterias productoras de BLEE, éstas son
resistentes a betalactdmicos como la penicilina,
cefalosporinas de amplio espectro y un
monobactdmico como el aztreonam; también
pueden ser resistentes a aminoglucésidos,
trimetropim-sulfametoxazol y quinolonas'.
Son sensibles a los carbapenémicos y por
el reducido espectro de antimicrobianos
utiles, hoy es un desafio la blisqueda de otras
alternativas de tratamiento?,

A principios de 1980 se reportaron las
primeras enterobacterias portadoras de BLEE,
estas se aislaban exclusivamente en hospitales,
primero en Europa y luego en otras partes
del mundo’ 20 afos mas tarde, por el uso
generalizado de cefalosporinas, emergieron
infecciones adquiridas en la comunidad,
principalmente como infecciones del tracto
urinario*. En Guantao, China, encontraron estas
bacterias en pozos de agua utilizados para riego
y consumo humano®. En Holanda, se aislaron
cepas de E. coli productora de BLEE a partir de
muestras de aguas residuales (20 muestras),
de plantas de tratamiento, por lo que se llegé
a la conclusion de que el ambiente acuatico es
un reservorio importante para estas bacterias®.
En Tunez, se realizaron 2 investigaciones que
demostraron la presencia y caracterizaron
a enterobacterias productoras de BLEE en
aguas de diferentes fuentes, mostrando mayor
porcentaje en las provenientes de aguas
residuales’®, Estas aguas contaminadas con
aguas residuales del municipio representan un
riesgo para la salud publica, su uso en el riego
de productos agricolas y su posterior consumo
humano tiene como consecuencia infecciones
dificiles de tratar®. En otro estudio realizado en
Filipinas, se aislé 13 cepas productoras de BLEE
de 212 muestras tomadas de aguas para el riego
(147 muestras), suelo (39 muestras) y vegetales
(26 muestras) en granjas urbanas, y resistencia
a diferentes antibiéticos en muestras de agua
(67,3%), suelo (56,4%) y vegetales (42,3%)°.

Considerando estos antecedentes y habiendo
sido demostrado que la diseminacién ambiental
de enterobacterias productoras de BLEEy AmpC
es un problema de salud global*®7#°, creemos
que es importante identificar los posibles
reservorios acuaticos en nuestra region. Para
ello elegimos la zona Maica de Cercado-
Cochabamba porque es uno de los principales
usuarios de aguas servidas para riego de

choclo y alfalfa'. Consumir estas verduras sin
lavar puede producir graves enfermedades
parasitarias y bacterianas. El alcantarillado esta
conectado directamente con el Rio Rocha y el
Rio Tamborada, el 20% de los agricultores utiliza
agua de rio contaminado con aguas servidas en
especial desde el mes de abril a octubre. Esta
practica implicaria la producciéon de alimentos
contaminados que son consumidos por la
poblacién cochabambina.

La presente investigacion tiene como objetivo
Identificar Enterobacterias productoras de BLEE
y AmpC en las aguas de los rios Tamborada y
Rocha, que son utilizadas para riego de cultivos
agricolas en la zona Maica aledafa a la ciudad
de Cochabamba.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo descriptivo,
transversal y cuantitativo, el universo fueron
las aguas de los rios utilizados como fuentes
de agua en la zona Maica (Rio Tamborada y Rio
Rocha) cercanas a la planta de tratamiento de
Albarrancho. Los criterios de inclusién fueron
las zonas de los rios que se utilizan para el riego
de cultivo y los criterios de exclusion fueron las
zonas de los rios que no se utilizan para el riego.
Durante el mes de Julio de 2018 se tomaron las
muestras cada 80-100 m a lo largo de los rios. Se
recolectaron 70 muestras (26 muestras del Rio
Rocha y 44 del Rio Tamborada) en envases de
plasticoestériles,lascualesfuerontransportadas
a 4°C en cajas isotérmicas (ver Figura 1). Se
extrajo 50 ml de agua del rio en cada envase; se
emplearon 2 técnicas para la concentracion de
las bacterias: una consistié en la centrifugacion
de 5 ml del agua a 2000 revolucién por minuto
(rp.m.) por 5 minutos, (en 50 muestras), y la
otra técnica fue por enriquecimiento con 50 ml
de caldo de enriquecimiento Cerebro Corazén
(Difco) (en 20 muestras). Una vez concentradas
las muestras se sembraron en Agar McConkey
suplementado con Cefotaxima a 2 um/ml, se
incubaron a 37°C por 24 horas, las colonias
que crecieron se consideraron resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion.

Para la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana se empled la técnica de Kirby-
Bauerestandarizada por“Clinicaland Laboratory
Standards Institute” (CLSI)™. Las bacterias que
crecieron en el agar McConkey con Cefotaxima,
fueron suspendidas en solucién fisiologica a
una concentracion de 1,5 x 108 bacterias /mL
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Figura 1. Mapas de la recoleccion de muestras en los rios Rocha (vertical) y rio Tamborada (horizontal) a lo
largo de 2,5 km en el rio Rocha y 3,5 km en el rio Tamborada. El aeropuerto se muestra al norte, los cultivos
mas concentrados al oeste y sur en la periferia del rio. En ROJO las muestras procesadas por centrifugacion.
En NARANJA las muestras procesadas con caldo BHI.

RECOLECCION DE MUESTRAS

RID ROCHA. RKJ TEMBCRADS.

.

(McFarland de 0,5), y sembradas en Agar Mueller
Hinton. Para determinar la produccién de BLEE
se siguio el método de Jarlier®™, con discos
Cefotaxima y Ceftazidima (30 pg) ubicados a
ambos lados (25 mm) del disco de Amoxicilina
y acido clavulanico (20/10 pg), la formacién de
halos de inhibicion con agrandamiento en la
interface entre la cefalosporina y el inhibidor
de beta-lactamasas (efecto huevo) indicaba
la produccién de BLEE. Para la determinacion
de Enterobacterias productoras de beta-
Lactamasas AmpC codificadas por un plasmido
(pAmpCQ), se empled el disco de Cefoxitin, en
cepas que dan un halo a < 14 mm (resistencia)
se tiene la sospecha de AmpC codificada por un
plasmido (si la cepa identificada es Escherichia
coli). La identificacion de las enterobacterias se
realizd con baterias bioquimicas y siembra en
agar cromogénico.

LasilustracionesfueroncreadasmedianteAdobe
Phothoshop®,elmapafueobtenidoenGoogleEarth®
y la tabla fue creada en Microsoft Excel®.

RESULTADOS

En total se aislaron 23 (32,8% ) cepas de
E. coli productora de BLEE a partir de las 70
muestras de aguas de riego provenientes de
los Rios Rocha y Tamborada, de las cuales 22
posiblemente tienen AmpC adicional.

Deacuerdoalosmétodosde concentracionde
agua que se emplearon tenemos los siguientes
resultados: De las 50 muestras centrifugadas
(Tabla 1) provenientes del Rio Rocha (26

muestras) y Rio Tamborada (24 muestras) se
obtuvieron 3 cepas cefotaxima-resistentes, las
cuales se identificaron como E. coliproductoras
de BLEE (6%), siendo 2 de ellas ademas
resistentes a la cefoxitina (posibles productoras
de beta-Lactamasas AmpC). A partir de las 20
muestras procedentes del rio Tamborada y pre-
enriquecidas con caldo de cultivo se aislaron

Figura 3. Cepas de E. coli productora de BLEE y
cefoxitin-sensible del rio Rocha que muestra el “efecto
huevo” en el método de Jarlier

Efecto
huevo

Efecto
huevo
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Tabla 1. Resultados de las muestras sometidas a andlisis antimicrobianos.

14
17
35
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

Centrifugacion

Centrifugacion

Centrifugacion

Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazén
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon

Caldo cerebro corazon

Caldo cerebro corazén

Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazén
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon
Caldo cerebro corazon

Caldo cerebro corazon

+§

Sin halo
+

Sin halo
Sin halo
Sin halo
Sin halo
Sin halo
Sin halo
+

Sin halo
+

Sin halo
Sin halo
Sin halo
Sin halo
+

Sin halo
+

Sin halo
Sin halo
+

Sin halo

+ E. coli
Sin halo E. coli
+ E. coli
4 E. coli
+ E. coli
+ E. coli
Sin halo E. coli
Sin halo E. coli
Sin halo E. coli
+ E. coli
+ E. coli
+* E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
4 E. coli

+ E. coli

*El efecto huevo (segin el método de Jarlier) o sin halo muestra resistencia bacteriana (BLEE). fresistencia a Cefoxitin da la sospecha de una bacteria productora de Beta-lactamasas tipo p AmpC.

{CAZ = Ceftazidima, CXT = Cefotaxima. § + = si existe efecto huevo.

20 cepas cefotaxima-resistentes, en todas se
identifico produccién de BLEE y resistencia a
cefoxitin (posible pAmpC) (100%) (ver Figura
3.). Todas las cepas fueron identificadas como
Escherichia coll.

DISCUSION

En la presente investigacion encontramos
Escherichia coli productoras de BLEE vy
posiblemente  AmpC en aguas de riego
provenientes de los Rios Rocha y Tamborada.
Se aislo esta bacteria en 23 de las muestras
estudiadas  (32,8%), sin embargo, este
porcentaje de aislamiento fue muy diferente de
acuerdo al método de concentracién empleado.
Sélo hallamos E. coli BLEE en 3 (6%) de las 50
muestras concentradas por centrifugacion,
pero encontramos esta bacteria enlas 20 (100%)

muestras concentradas por enriquecimiento
en caldo. Estos hallazgos concuerdan con
otros estudios que han demostrado que el
numero de enterobacterias productoras de
BLEE hallado, varia dependiendo del lugar y
método empleado. Algunos investigadores
utilizaron filtracion por membranas para
concentrar bacterias, este es un método de
concentracion que podria ser comparable
al de centrifugacion que empleamos en el
presente trabajo. Con esta técnica Zhang y col.
encontraron enterobacterias BLEE en 5 (16,7%)
de 30 reservorios de agua rurales muestreados
en China®, hallazgo comparable con el valor
de 6% hallado en aguas de los rios Rocha y
Tamborada. En otra investigacion realizada en
Tunez, se utilizé el caldo de cultivo de peptona
amortiguada, obteniendo un total de 24 (42,1%)
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Figura 2. Resumen grdfico de la diseminacion de bacterias resistentes al medio ambiente en la ciudad de

Cochabamba y lugares cercanos
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cepas productoras de BLEE y 4 productoras
de AmpC de 57 muestras’. En la presente
investigacion, usando caldo cerebro corazén se
obtuvo 20 cepas (100%) productoras de BLEE y
posibles productoras beta-Lactamasas y AmpC
codificadas por un plasmido.

Nuestros resultados también concuerdan
con los encontrados en una investigacién
realizada en Holanda, en la que se estudiaron
20 muestras de agua superficial de cuatro
regiones de los Paises Bajos (incluidos rios,
canales, lagos, Mar del Norte); 20 muestras
de aguas residuales incluidos influentes y
efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales (de aeropuerto internacional y de
las aguas residuales de las instituciones de
salud) y se establecié que el ambiente acuatico
es un reservorio importante de bacterias E.
coli productoras de BLEE y multiresistentes a
diversos antimicrobianos, siendo esto un riesgo
de salud para el hombreb. Cabe considerar
que, aunque el area geografica de la presente
investigacion es reducida en comparacion al
estudio de Holanda, si permiti6 demostrar
que tenemos un importante reservorio de las
bacterias mencionadas.

Ben Said L. y colaboradores’, estudiaron
mas a fondo una correlacién de las fuentes
de estas enterobacterias productoras de
BLEE, analizando no solo agua, sino también
suelo y vegetales. Se estudiaron 109 muestras
de 18 granjas diferentes; se detectaron
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enterobacterias productoras de BLEE en 10
(9,2%) delas 109 muestras (4 de 49 de alimentos-
vegetales, 3 de 41 muestras del suelo y 3 de
19 muestras de agua de riego). Las especies
identificadas fueron: 6 de E. coli, 2 de Citrobacter
feundii 'y 2 de Klebsiella pneumoniae, a
diferencia de la presente investigacién en la
que sélo se encontré Escherichia coli. Al mismo
tiempo otros investigadores, en el mismo
pais encontraron E. coli (18), C. freundii (1), K.
pneumoniae (1) productoras de BLEE y E. coli
productoras de beta-Lactamasas de AmpC en
57 muestras de aguas residuales?.

El estudio de aguas superficiales vy
residuales, realizado en Holanda, demostrd
que la probabilidad de encontrar Escherichia
coli productora de BLEE incrementa por la
presencia de aguas residuales®. Por lo tanto,
deducimos que la presencia de enterobacterias
productoras de BLEE en los Rios Tamborada
y Rocha puede deberse a que estos se
encuentran contaminados con aguas residuales
provenientes de la ciudad de Cochabamba y el
aeropuerto Jorge Wilsterman.

En otros paises ya se estd monitoreando
la epidemiologia de estas bacterias. Por
ejemplo, se ha determinado que en el norte
de Europa, asi como en Espafa y Portugal
hubo un incremento en E. coli productor de
BLEE, de un 0,2% a 2%’>. En nuestra ciudad no
tenemos informacién anterior a la del presente
trabajo por lo que la epidemiologia sobre estas

Enterobacteriaceae B-lactamasa productor
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bacterias no estd muy clara.

En conclusién, las aguas de los Rios Rocha
y Tamborada son un reservorio de cepas
de Escherichia coli productoras de Beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) y con
posible mecanismo de resistencia de tipo AmpC
plasmidial. Estas bacterias se han distribuido en
el medio ambiente, saliendo de los hospitales,
casas y diferentes partes de la ciudad, pasando
por el alcantarillado que vierte sus aguas
residuales en los rios Rocha y Tamborada, cuyas
aguas son utilizadas en el riego agricola de los
cultivos en la Zona Maica (Figura 2). El hallazgo
de estas Enterobacterias productoras de BLEE
en aguas de rios empleadas en la actividad
agricola, representa un riesgo de salud publica,
debido a que pueden contaminar alimentos
que son enviados a mercados de abasto de la
ciudad de Cochabamba y por lo tanto estarian
propagando bacterias que no sélo van a dar
problemas en cuanto a tratamiento si causan
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