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RESUMEN

Bacterias indicadoras de contaminacion tales como
bacterias heterotrofas, coliformes totales y termotolerantes
fueron enumeradas en agua potable embotellada usando
métodos estandar y filtracion a través de membrana. El
desarrollo de biopeliculas y la susceptibilidad antimicrobiana
(método de Kirby-Bauer) fueron evaluados sobre sesenta
aislados de coliformes seleccionados de forma aleatoria.
De 50 muestras, en un elevado porcentaje (94), se observo
niveles de bacterias heterotréficas por encima de 100
UFC/mL de agua, 38 % presenté al menos una UFC/100
mL de coliformes totales o termotolerantes, mientras que,
30 % y 28 %, presentaron mas de diez UFC/100 mL para
ambos indicadores, respectivamente. Las especies de
coliformes identificadas en mayor proporcion fueron,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coliy Klebsiella oxytoca. Usando un
ensayo in vitro para detectar la formacién de biopeliculas
se determind que entre un 75,8 y 79,2 % de los coliformes
totales y termotolerantes, respectivamente, fueron descritos
como moderados o fuertes formadores de biopeliculas. No se
observaron diferencias significativas (P>0,05) con respecto
a la capacidad de formacion de biopeliculas entre los dos
grupos. La mayoria de los aislados resultaron susceptibles
frente a los antimicrobianos evaluados, Unicamente dos
especies presentaron fenotipos de resistencia no naturales.
Perfiles de multiresistencia, tipicos de especies asociadas
con actividades clinicas o veterinarias, fueron identificados
en un aislado de Enterobacter cloacae (betalactamasas tipo
AmpC derreprimida) y un aislado de Escherichia coli fue
resistente a ampicilina. Este estudio sugiere que el agua
potable en botellones plasticos que se expende en algunas
areas urbanas de Carabobo, Venezuela, puede representar
un riesgo para la salud.

Palabras claves: Agua potable, Coliformes, Biopeliculas,
Susceptibilidad antimicrobiana.

SUMMARY

Pollution indicator bacteria such as heterotrophic
bacteria, total and thermotolerant coliforms were quantified
in bottled drinking water using standard method and
membrane filter procedure. Biofilm formation and antimicrobial
susceptibility (Kirby-Bauer method) were tested on sixty
randomly selected coliform strains. Among 50 water samples,
a large percentage (94) were found with heterotrophic bacteria
levels above 100 CFU/mL, 46 % showed at least one CFU/
100 mL of thermotolerant or total coliformes whereas 28
% and 30 % showed more than ten CFU/100 mL for both
indicators. Coliform species found in higher proportion were,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli and Klebsiella oxytoca. Using an
"in vitro" assay for biofilms formation it was determined that
between 75.8 y 79.2 % of total and thermotolerant coliforms,
respectively, were found to be moderate or strong biofilm
formers. There were no significant differences (P>0.05)
between both groups regarding the capacity for biofilm
formation. Most of the isolates were susceptible against the
antibiotics tested and only two species showed unnatural
resistance phenotypes. Multiresistance profiles, typical of
Strains associated with human clinical or veterinary activities
were identified in one Enterobacter cloacae isolated (de-
repressed AmpC beta-lactamases) and one Escherichia coli
strain was ampicilin resistant. This study suggests that the
water sold in some plastic bottles in some urban areas near
by Carabobo, Venezuela, may be a risk to health.

Key words: Drinking Water, Coliforms, Biofilms, Antimicrobial
susceptibility
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INTRODUCCION

La cuantificacion de microorganismos
indicadores, entre ellos, bacterias heterotrofas,
coliformes fecales y coliformes termoresistentes,
ha sido utilizada como referente para determinar la
higiene del agua y alimentos en general. Permiten
evaluar la calidad sanitaria por cuanto proveen
informacion sobre las practicas higiénicas aplicadas
en la manufactura y procesamiento ¢ indican posible
contaminacion fecal, por lo que un incremento en
su numero, alerta sobre la posible presencia de
microorganismos patogenos (Pathak & Gopal, 2008).

En los ultimos afios ha existido un marcado
interés por entender las implicaciones de estos grupos
bacterianos, no sélo como indicadores de calidad
sanitaria sino como agentes que por si mismos son
una amenaza potencial para la salud publica, por
cuanto pueden acarrear factores de virulencia y
mecanismos de resistencia (De Meirelles et al., 2002;
Juhna et al, 2007). A titulo ilustrativo, podemos
mencionar los grupos enterovirulentos de Escherichia
coli los cuales estan dispersos en el ambiente
pudiendo contaminar cuerpos de agua y por ende
ser transmitidos a la comunidad a través del agua de
consumo o vegetales frescos irrigados con ésta (Koo
et al, 2008). Asi mismo, se han descrito incidentes
con aislados toxigénicos de Klebsiella oxytoca un
miembro importante del grupo coliformes y que, en
ocasiones, puede producir colitis hemorragica (Smith
et al., 2009).

Otro aspecto relevante de este grupo,
es su capacidad de resistencia antimicrobiana y
el potencial de transferirla genéticamente entre
ellos y géneros relacionados. Podemos mencionar
mecanismos de resistencia de cierto espectro tales
como la produccion de betalactamasas del tipo TEM
1, TEM 2, SHV-1. Sin embargo, los mecanismos de
multiresistencia, brindan, a estos grupos bacterianos
un margen de maniobra mas amplio para enfrentar
el desafio de la terapia antibidtica. Destacan la
produccién de betalactamasas de espectro extendido
(BLEESs), enzimas derivadas, por mutacion, de las
TEM, SHV y CTX-M y que son capaces de hidrolizar
penicilinas, cefalosporinas y monobactamicos, las
cuales son codificadas por genes plasmidicos con
alta tasa de transferencia (Paterson & Bonomo,
2005; Biendo et al, 2008). Betalactamasas tipo
AmpC quienes confieren resistencia a un amplio

88

rango de betalactamicos y se encuentran presentes
de forma natural (genes cromosomicos inducibles
o constitutivos) en Enterobacter spp., pudiéndose
transferir a otros géneros, en especial Klebsiella spp.,
a través de elementos plasmidicos (Martinez, 2009).
Carbapenemasas que confieren resistencia frente a
carbapenemas, distinguiéndose las que poseen serina
en su centro activo y las metalo-betalactamasas
que requiren zinc para su funcion. La presencia de
estas enzimas ha sido demostrada en aislados de
Escherichia coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp.
(Famiglietti et al., 2005).

Sumado a la presencia de genes de virulencia
y de resistencia, otro elemento de importancia que
se debe considerar dentro del grupo coliformes es
su capacidad para la formacion de biopeliculas. En
este sentido, existe una tendencia, en distintos grupos
bacterianos, de formar comunidades relativamente
estables a través de la produccion de una matriz
exopolisacariday enocasiones otro tipo de compuestos
poliméricos, que les permiten su adherencia a
distintas superficies en especial plasticas y metalicas
(Burmolle et al., 2006). Dichas comunidades bajo
estas condiciones adquieren ciertas ventajas para su
supervivencia, pudiendo entrar en periodos de latencia
con disminucion de su tasa metabdlica, se hacen
resistentes a desinfectantes y antimicrobianos en
general y aumenta su supervivencia en condiciones de
desecacion. Asi mismo, se incrementa la posibilidad
de interaccion de los distintos géneros y especies,
particularmente entre patdgenos y oportunistas, con la
posibilidad de transferencia genética horizontal, tanto
de mecanismos de virulencia como de resistencia, los
cuales, se describieron con anterioridad (Rodriguez
& Pascual, 2008).

Ante la creciente exposicion de cuerpos
de aguas a la contaminacion microbiologica debido
al incremento de descargas producto de la actividad
humana es probable que el agua para consumo
proveniente de estas fuentes, de no ser tratada
adecuadamente, represente un riesgo potencial.
Si a esto le sumamos la presencia, dentro de estos
contaminantes, de bacterias portadoras de resistencia
y genes de virulencia, dado el uso indiscriminado de
antibidticos en las actividades clinicas y veterinarias,
el analisis de la potencialidad del agua de consumo
como vehiculo de grupos bacterianos, con estas
caracteristicas, se hace importante. En funcion
de este planteamiento, en el presente estudio, se
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evalu6 la capacidad de formacion de biopeliculas
y se determinaron los patrones de susceptibilidad
antimicrobiana en un grupo de especies del grupo
coliformes, aisladas a partir de agua potable
embotellada distribuida en comunidades populares
pertenecientes al Municipio Libertador del Estado
Carabobo, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de agua potable

El estudio se realizO en comunidades
pertenecientes al Municipio Libertador (Tocuyito) del
Estado Carabobo, Venezuela (10° 06" 52°" N, 68° 03"
56" W). Se seleccionaron dos urbanismos con una
poblacién estimada en 800 habitantes consolidados en
hogares en sumayoria de los estratos socioecondmicos
Iy IV seglin la escala de Graffar-Méndez Castellanos
(Méndez & de Méndez, 1986). Dichos estratos se
caracterizan por consumir preferentemente agua
potable embotellada que agua distribuida por la red
hidrologica estatal. Se efectud una seleccion aleatoria
de 50 viviendas para posteriormente solicitar por
escrito, a cada familia, su participacion consentida
en el proyecto. En cada hogar, a partir de botellones
de agua potable de 20 L de capacidad se tomaron
en condiciones asépticas, dos muestras de 250 mL
c/u las cuales se depositaron en frascos estériles
conteniendo tiosulfato de sodio (Na,S,0, al 10 %)
para la cuantificaciéon microbiologica y en frascos
sin aditivo para la determinacion de parametros
fisico-quimicos. Se procesaron 5 muestras semanales
por un periodo de diez semanas para un total de 50
unidades para analisis microbioldgico y 2 muestras
semanales para ensayos fisico-quimicos para totalizar
20 unidades. Todas las muestras se trasladaron al
laboratorio en cavas refrigeradas y procesadas en un
tiempo no mayor a 2 horas.

Andalisis fisico-quimico

El analisis fisico-quimico se realizo segun
lo indicado por Standard methods of examination
of water (APHA, 1998) determinando: pH por el
método potenciométrico (pH 510-Series, OAKTON
Instruments, Vermon,USA), alcalinidad total (mg/L
CaCO,) por volumetria 4cido-base, dureza total/
dureza calcica (mg/L CaCO,) por volumetria
complejométrica con EDTA y cloruros (mg/L) por
volumetria con AgNO..
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Cuantificacion de microorganismos indicadores

La cuantificacion de microorganismos
indicadores incluyo la determinacion de bacterias
heterotrofas (BH), coliformes totales (CT) vy
coliformes termotolerantes (CTT). El recuento de
BH se realizo seglin la metodologia indicada por la
APHA (1998) y se expreso en UFC/mL. El recuento
de CT y CTT se efectuo por la técnica de filtracion a
través de membrana. Brevemente, 100 mL de cada
muestra y por duplicado se filtraron a través de una
membrana de celulosa de uso microbioldgico de 0,45
um de diametro de poro, depositandose luego cada
membrana sobre placas de agar bilis rojo violeta
(ABRYV), incubandose a 35°C y 44,5°C por 24 horas
para la deteccion de CT y CTT respectivamente.
Todos los recuentos se expresaron en niimeros de
unidades formadoras de colonias (UFC) por 100 mL
de muestra. Realizado el conteo en cada placa, se
procedio a una seleccion aleatoria de cinco colonias
tipicas tanto para coliformes totales como para
termotolerantes destinada a la conformacion de una
bacterioteca (los aislados fueron mantenidos en agar
cerebro corazon semisélido (ACC) hasta su seleccion
y posterior identificacion). De esta bacterioteca se
seleccionaron de forma aleatoria 30 aislados por
cada grupo de coliformes, estos fueron reaislados
en agar Endo y posteriormente se les realizo:
identificacion fenotipica aplicando la sistematica
descrita para Enterobacteriaceae segiin Winn et al.
(2008), evaluacion de su capacidad para formacion
de biopeliculas y estudio de la susceptibilidad frente
a los antimicrobianos.

Determinacion de formacion de biopeliculas

La determinacion de formacion de
biopeliculas se efectu6 mediante un ensayo en
microplacas de poliestireno (90 pozos) descrito por
Al-Shuneigat ef al. (2005). Se prepar6 un indculo de
cada aislado depositando una asada en caldo soya
tripticasa (CST) el cual se incubd durante 18 horas
a 35 °C para CT y 44,5 °C para CTT. A partir de
este cultivo se ajustd una suspension bacteriana en
CST fresco comparando, por espectrofotometria,
su densidad optica a la de un patron de McFarland
N° 0,5 (Espectrofotometro Jenwey 6405, Bibby
Scientific, Ltd, Dunmow, Reino Unido). Ajustado el
indculo, se procedid a servir en cada pozo 20 uL de
dicha suspension mas 180 pl de CST con glucosa al
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0,25% (dilucion 1:100) para luego incubar en camara
himeda por 48 horas a 35°C 6 44,5°C para CT y
CTT respectivamente. Pasada la incubacion, en cada
pozo se realizaron dos lavados con solucion buffer
fosfato salino estéril (PBS, pH: 7,2) para eliminar
las células no adheridas. Luego fueron anadidos
200 pL de solucion de cristal violeta al 0,01 %
manteniéndose a temperatura ambiente por 30 min
para posteriormente realizar dos nuevos lavados
con solucion PBS. Se adicioné luego, 200 uL de
etanol al 95% para solubilizar el colorante adherido
a las paredes cuantificandose su densidad optica
como una estimacion de la capacidad de formacion
de biopeliculas, la medicion se realizé a 490 nm
utilizando un lector de ELISA (2100-C, Optic-
Ivymen System, Biotech). Cada aislado se evalud
por cuadruplicado y los ensayos se repitieron en tres
ocasiones, incluyendo en cada ensayo cuatro pozos
controles sin inocular y cuatro pozos controles con
aislados conocidos por sus distintas capacidades de
formacion de biopeliculas. La clasificacion de cada
aislado, en cuanto a su capacidad para formacion de
biopeliculas, fue hecha usando el esquema descrito
por Chaves ef al. (2007) tal como sigue: se tomo la
lectura promedio de densidad optica (DO) de los
pozos controles sin inocular (DOc), considerandose
el cutoff como el valor de tres desviaciones estandar
(DE) de esta media. Los aislados fueron clasificados
como débilmente formadores de biopeliculas (DFB)
cuando su DO <2XDOc, moderadamente formadores
de biopeliculas (MFB) cuando: 2XDOc¢ > DO <
4XDOc y fuertemente formadores de biopeliculas
(FFB) cuando su DO > 4XDOc.

Evaluacion de la susceptibilidad frente a los
antimicrobianos

Lasusceptibilidad frente a los antimicrobianos
fue determinada por ensayos de difusion en discos
(Kirby-Bauer) de acuerdo a la metodologia descrita por
el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2011). Los antibioticos evaluados fueron: amoxicilina/
clavulanico (AMC: 20/10 pg), ceftazidima (CAZ: 30
pg), cefotaxima (CTX: 30 pg), ceftriaxona (CRO:
30 pg), imipenem (IPM: 10 pg), meropenem (MEM:
10 ng), piperacilina/tazobactan (PTZ: 100/10 ug),
cefoxitina (FOX: 30 pg), ciprofloxacina (CIP: 5 ug),
acido nalidixico (AN: 30 pg), amikacina (AMK:
30 pg), cefotaxima/clavulanico (CTX/CLA: 30/10
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ug), ceftazidime/clavulanico (CAZ/CLA: 30/10 pg),
trimetoprin/sulfametoxasol (STX: 1,25/23,75 png),
aztreonan (ATM: 30 pg), ampicilina (AMP: 10 ng),
EDTA/tioglicolato sodico (por disco: 10 pL de 2 vol.
de sol. EDTA 0,5 M y 3 vol de sol Tioglicolato sédico
300 mg/mL). La posicion de los discos se realizd
considerando su ubicacion estratégica sobre la placa
de agar Mueller-Hinton para la deteccion fenotipica
de aislados productores de betalactamasas de espectro
extendido (BLEEs), betalactamasas tipo AmpC y
carbapenemasas, segiin lo descrito por Famiglietti et
al. (2005). Brevemente, para la deteccion de BLEEs
se usé el ensayo de sinergia de doble disco (ESDD)
para lo cual se ubicaron sobre la placa, el disco de
amoxicilina /acido clavulanico y a una distancia de
20 mm con respecto a éste, se posicionaron discos de
CTX, CRO, CAZ y ATM. El aumento de la zona de
inhibicion entre el disco de AMC y al menos uno de
los discos adyacentes seria indicativo de BLEEs. Para
la deteccion de AmpC y carbapenemasas, se ubicaron
discos de CAZ y PTZ equidistantes a IPM y discos
de PTZ y CTX adyacentes a MEM. La aparicion
de achatamiento entre CAZ y IPM o aumento de
halo entre PTZ e IPM o MEM seria indicativo de la
produccién de AmpC inducibles o carbapenemasas
tipo 2f respectivamente. La presencia de metalo-
carbapenemasas se distinguid por el posicionamiento
del disco de EDTA contiguo a MEM, considerandose
positivo para este fenotipo si se produce un incremento
del halo entre ambos discos.

Analisis de los datos

Los resultados de los analisis se compararon
con los requisitos microbiolégicos y fisicoquimicos
establecidos para agua potable en las “Normas
Sanitarias de Calidad del Agua Potable” (Gaceta
Oficial de la Republica Bolivariana de Venezuela N°
36.395, 1998), mediante un analisis descriptivo basado
en el calculo de promedio y desviacion estandar. Para
la comparacién entre la formacion de biopeliculas
entre coliformes totales y termotolerantes se realizd
una prueba t de student con un nivel de confianza
del 95 %. Para la asociacion de las variables entre la
formacion de biopeliculas y resistencia antimicrobiana
se aplico chi-cuadrado (%) de Pearson con un nivel de
significancia del 95 % y el coeficiente de Spearman.
(Paquete estadistico Staphgraph version 2.0).
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RESULTADOS
Calidad microbiologica

La calidad bacterioldgica de las muestras
analizadas, en funciéon de la concentracion (UFC/
volumen) de bacterias indicadoras de calidad sanitaria,
se presenta en la Fig. 1. Del total de muestras (n=50),
el 94 % presentd recuentos de mas de 100 UFC/mL
en cuanto a la poblacion heterotréfica, mientras que
para CT y CTT, un 58 % y 48 % respectivamente,
present6 indices de al menos 1 UFC/100 mL. Entre
un 36 % y 32 % se ubico el porcentaje de muestras
que con niveles superiores a 10 UFC/100 mL para
coliformes totales y termotolerantes respectivamente.
Entre las especies identificadas (Tabla 1), Klebsiella
pneumoniae resulté el microorganismo con el mayor
nimero de aislamientos, para ambos grupos, con
un 23,3 % para CT y 40 % para CTT, seguido por
Enterobacter cloacae con 23,3 % para CT y 16,6
% para CTT. Otros aislamientos de importancia
fueron: Enterobacter aerogenes (10 % para CT y 20
% para CTT) y en menor proporcion se caracterizaron
especies, tales como: Escherichia coli y miembros
del complejo Pantoea aglomerans, entre otros.

Rojas T et al.

Caracteristicas fisico-quimicas

Los valores medios y la desviacion estandar
de los analisis fisico-quimicos (datos no tabulados) de
las 20 unidades analizadas fueron los siguientes: pH
(6,54 £ 0,47); alcalinidad total (52,5 + 51,2 mg/L);
dureza total (260,1 + 87,3 mg/L); cloruros (241,6
+ 133,5 mg/L). Alrededor del 50 % de las muestras
analizadas presentaban al menos un parametro fisico
quimico fuera de especificacion segun Gaceta Oficial
N°: 36395 (1998).

Capacidad de formacion de biopeliculas

Un porcentaje significativo de los aislados,
en ambos grupos, demostré6 capacidad, entre
moderada y fuerte para la produccion de biopeliculas
(Fig. 2). Del total de aislados de coliformes totales,
el 50,0 % se distingui6 como moderadamente
formador de biopeliculas y un 29,2 % demostrd
una fuerte capacidad hacia el agregado en matriz
polimérica. En cuanto al grupo termotolerante, un
65,5 % de las especies fueron catalogadas como
moderadamente formadoras, mientras que el 10,3 %
presento tendencia a originar una adherencia fuerte

Fig. 1. Calidad bacteriolégica de muestras de agua segun la concentracion (UFC/Volumen) del grupo

indicador.
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Tabla I. Identificacién segun género y especie de los aislamientos seleccionados de forma aleatoria
entre coliformes totales y termotolerantes.

Grupo Indicador

Caracterizacion Coliformes totales Coliformes termotolerantes
fenotipica (n=30) (n=30)

N° aislados % N° aislados %
Complejo Pantoea agglomerans 4 13,3 2 6,6
Enterobacter aerogenes 3 10,0 6 20
Enterobacter cloacae 7 23,3 5 16,6
Escherichia coli 5 16,6 2 6,6
Klebsiella pneumoniae 7 23,3 12 40
Klebsiella oxytoca 2 6,6 2 6,6
Klebsiella ozaenae 2 6,6 1 3,3
Total aislamientos 30 100,0 30 100,0

Fig. 2. Porcentaje de aislados del grupo coliformes discriminados segun la capacidad de produccién
de biopeliculas.
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DFB= Debilmente formador de biopeliculas, MFB= Moderadamente formador de biopeliculas, FFB= Fuertemente formador de biopeliculas.
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Tabla Il. Susceptibilidad antimicrobiana entre especies de coliformes totales y termotolerantes

provenientes de muestras de agua potable.

Especies de coliformes

Antibidtico agg lc?mF;rans aeroienes E. cloacae E. coli K. oxytoca K. ozaenae pneur};‘oniae
evaluado

CT CTT CT CTT CT CTT CT CItT CT CTT CT CTT CT CTT
CRO 0/4° 0/2 03 o® o7 1/5t 05 02 02 02 02 01 07 012
AMC 4/4 2/2 33 66 77 5/5 05 072 02 02 02 01 07 012
CAZ 0/4 0/2 0/3 0/6 0/7 1./5 0/5 0/2 0/2 0/2 0/2 01 0/7 012
IPM 0/4 0/2 0/3 0/6 07 0/5 0/5 0/2 0/2 0/2 0/2 0/1 07 0/12
PTZ 0/4 0/2 03 oe o7 1/5 05 02 02 02 02 01 07 012
MEM 0/4 0/2 0/3 0/6 0/7 0/5 05 02 02 02 02 01 07 012
FOX 4/4 2/2 3/3 6/6 77 5/5 0/5 0/2 0/2 0/2 0/2 0/1 0/7 0/12
AMP 4/4 2/2 3/3 6/6 77 5/5 1/5  0/2 212 212 2/2 11 777 12112
STX 0/4 0/2 0/3 o0/6 0/7 0/5 05 02 02 02 02 01 07 012
AN 0/4 0/2 0/3 0/6 07 0/5 0/5 0/2 0/2 0/2 0/2 0/ 07 0/12
CAZ/CLA 0/4 0/2 0/3 0/6 07 0/5 0/5 0/2 0/2 0/2 0/2 0/1 07 0/12
CIP 0/4 0/2 0/3 o0/6 0/7 0/5 05 02 02 02 02 01 07 012
ATM 0/4 0/2 03 o6 oO7 145 05 02 02 02 02 01 07 012
NA 0/4 0/2 0/3 0/6 07 0/5 0/5 0/2 0/2 0/2 0/2 01 /7 0/12
CTX/CLA 0/4 0/2 0/3 0/6 07 0/5 0/5 0/2 0/2 0/2 0/2 0/1 07 0/12
AMK 0/4 0/2 0/3 0/6 07 0/5 0/5 0/2 0/2 0/2 0/2 0/1 0/7 0/12
BLEE NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
'I‘:gggble MN MN MN MN  MN MN NP NP NP NP NP NP NP NP
AmpC - NP NP NP NP NP P(1) NP NP NP NP NP NP NP NP
derreprimido a
_Cn?:;:fs’e”e NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP

CT= Coliformes totales, CTT= Coliformes termotolerantes, n/N * = N° de aislados resistentes / N° de aislados totales de esa especie.
Numero en el numerador con letra en subindice = resistencia adquirida para ese antibidtico, NP= No presente, P= presente, MN= Mecanismo natural en esa
especie, ' Igual letra en subindice (Ej. 1 ) = el mismo aislado presenta resistencia adquirida frente a esos antimicrobianos.

a la superficie de poliestireno. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05)
en cuanto a la capacidad de formacion de biopeliculas
entre coliformes totales y termotolerantes.

Susceptibilidad antimicrobiana

Los patrones de susceptibilidad frente a
los antimicrobianos terapéuticos indicados para
Enterobacteriaceae oportunistas se presentan en la
Tablall. Unporcentaje significativo de los aislamientos
(96,7%) resultd sensible, "in vitro", frente ala totalidad
de los quimioterapicos evaluados. Solo se expresé de
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forma particular, en algunos géneros, sus mecanismos
de resistencia naturales, tal es el caso de Enterobacter
spp. con resistencia natural a FOX, AMP, AMC y
produccién de betalactamasas tipo AmpC inducible,
asi como Klebsiella spp. que expreso su resistencia
natural a AMP. No fue demostrada la expresion de
mecanismos de resistencia ampliados tales como, beta
lactamasas de espectro extendido, asi como también,
serino o metalo carbapenemasas. Sin embargo, en el
grupo de coliformes termotolerantes un aislado de
Enterobacter cloacae manifest6 un patron fenotipico
de resistencia ampliada del tipo AmpC derreprimida
(sobre este aislado se probo su susceptibilidad frente
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a cefepime resultando sensible) y un aislamiento
de Escherichia coli con resistencia a AMP. Estos
aislados representan escasamente un 6,6 % del total
de aislados del grupo termotolerante, lo que significa,
que no hubo diferencia significativa (P>0,05) entre
los niveles de resistencia antimicrobiana al comparar
ambos grupos. Al no hallarse multiresistencia entre
los aislamientos analizados no se pudo dilucidar
alguna relacion entre la capacidad de formacion de
biopeliculas y los patrones de resistencia.

DISCUSION

Segln la normativa actual venezolana sobre
calidad de agua (Gaceta Oficial N° 36.395, 1998),
un porcentaje importante de las muestras analizadas
no cumple con los parametros exigidos para ser
considerada inocua para la salud del consumidor. En
al menos un 48 % de las muestras se hallo niveles
de coliformes por encima de 1 UFC/100 mL de
agua, de este porcentaje una cantidad significativa
present6 niveles superiores a las 10 UFC/100 mL.
En el caso de las bacterias heterotrofas, un 94 % de
las muestras estuvo fuera de especificacion, ademas
que, un numero importante de muestras presentaron
parametros fisico quimicos inadecuados segun la
normativa. La presencia de coliformes y poblacion
heterétrofa en agua de consumo, en general, es
posible ante la ausencia de medidas higiénicas
rigurosas y deficiencias en la cloracion, asi mismo,
la recontaminacion durante su embotellamiento,
almacenamiento y distribucion juegan un papel
importante (Pathak & Gopal, 2008).

La precariedad sanitaria tanto en agua
potable envasada como en agua distribuida por la
red hidroldgica es recurrente en muchos paises del
ambito Latinoamericano, Caribeflo y paises en vias
de desarrollo en general. En estudios efectuados en
Trinidad y Tobago, un 60 % de las muestras obtenidas
de la red hidrologica estatal que sirve a hogares rurales,
presentaron indices de calidad sanitaria que las catalogan
como no aptas para el consumo (Welch et al., 2000). En
Brasil, en dos estudios independientes, uno hecho sobre
agua envasada en recipientes plasticos y otro referido a
la red publica, entre un 25% y 62,5%, respectivamente,
de las muestras presentaron parametros de calidad
considerados como inaceptables (Nogueira et al,
2003; Pereira et al, 2010). En paises Africanos, por
ejemplo Gana, la calidad sanitaria del agua envasada
para consumo, no logrd los requisitos minimos de
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aceptabilidad, en al menos el 45% de las muestras
analizadas en un estudio local (Obiri ef al., 2003). Dos
estudios efectuados en Asia, reflejan porcentajes de
contaminacién en muestras de agua potable en rangos
que oscilan entre 20% y 90%, incluso en la mayoria
se hallaron niveles de coliformes termotolerantes por
encima de las 10 UFC/100 mL (Sirajul et al., 2007,
Pathak & Gopal, 2008). Esto plantea un desafio
importante, tanto para autoridades como para la
sociedad en general, para lograr agua de 6ptima calidad
si se quiere avanzar en las metas fundamentales del
milenio propuestas por la OMS (WHO, 2011).

En el presente estudio se aislaron especies
tales como: K. pneumoniae, E. cloacae, E. coli 'y K.
oxytoca, siendo descritos como agentes oportunistas
y muchos de ellos pueden acarrear resistencia
multiple frente a los antimicrobianos (Horcajada
et al., 2006). En relacion con E. coli, es importante
sefalar, que existen patotipos enterovirulentos que
atn estando en bajo numero representan un peligro
potencial. Por ejemplo, el grupo enterohemorragico,
donde destaca el serotipo O157:H7, se transmite
por agua y causa trastornos severos como el
sindrome urémico hemolitico. Estdn ademas, el
grupo enterotoxigénico causante de cuadros agudos
de diarrea acuosa, los grupos enterovirulentos y
enteropatogenos que producen cuadros diarreicos
con lesion histoldgica considerable y los serotipos
enteroagregantes que originan diarreas prolongadas
en lactantes (Hunter, 2003; Koo et al., 2008). Asi
mismo, K. oxyfoca se reporta como agente causal de
cuadros agudos de colitis hemorragica, presentandose
particularmente peligroso en lactantes e individuos
inmunocomprometidos. En estos casos, si el paciente
consume antibidticos particularmente betalactamicos
y esta colonizado por alguna especie que porta genes
citotoxicos, si ésta resultara resistente al antibidtico,
se exacerba su crecimiento y produce deterioro
masivo de la mucosa (Hoffman et al., 2010).

Entrelas especies de coliformesidentificadas,
un alto nimero demostrd habilidad importante para
la producciéon de biopeliculas, ubicandose entre un
75,8% y 79,2% para CT y CTT, respectivamente,
los aislados que demostraron capacidad, entre
moderada y fuerte, en su produccion. Este hallazgo
resulta importante por cuanto podria explicar la
permanencia de los microorganismos, dentro de la
matriz polimérica, por largos periodos de tiempo en
los botellones plasticos, inclusive durante los lapsos
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en que permanecen sin liquido. De tal modo, que
atn en ausencia de agua, el polimero le permitiria
a los microorganismos contar con reservas hidricas
para su supervivencia, ademas de, permitirle una
disminucion de su tasa metabdlica entrando en una
condicion muy particular que se conoce como viable
pero no cultivable (De Sousa et al., 2008; Balzer et
al., 2010). De no existir una adecuada higienizacion
de los botellones aunado al uso excesivo sin el
recambio adecuado, se generaran biopeliculas casi
permanentes dando la posibilidad de un elevado
namero de bacterias por cm? de superficie plastica
con la consiguiente presencia de microorganismos
patdgenos. Asi mismo, se darian condiciones para la
transferencia horizontal de elementos genéticos, entre
los distintos grupos bacterianos que conforman la
mancomunidad, que dotarian a los descendientes con
capacidad de virulencia y/o multiresistencia agregada
(Narisawa et al., 2008). De igual modo, se determind
que un porcentaje importante de las muestras presentd
parametros fisico-quimicos fuera de especificacion y
en especial la presencia de concentraciones elevadas
de carbonato de calcio, lo cual ha sido demostrado,
juega un rol importante en la produccion y en el
mantenimiento de biopeliculas incorporandose
como un elemento mas en su estructura, originando
depdsitos calcareos que brindan proteccion frente a
agentes antimicrobianos incluidos el cloro residual
(Flemming, 2002; Goode & Allen, 2011).

Los patrones fenotipicos de susceptibilidad
antimicrobiana demostrados en la mayoria de las
especies evaluadas, salvo dos aislados, reflejaron
alta sensibilidad frente a los antimicrobianos
recomendados por CLSI (2011), para especies
oportunistas de la familia FEnterobacteriaceae.
Algunos  géneros presentaron sus  patrones
fenotipicos de resistencia naturales (codificados
cromosOomicamente) tal es el caso de la presencia de
betalactamasas tipo AmpC inducibles (su expresion
se da en presencia de ciertos antibioticos inductores,
ejemplo, FOX, CLA, entre otros) en especies
de Enterobacter spp., asi como, la expresion de
resistencia hacia AMP por parte de Klebsiella spp.
En relacion con otros mecanismos de resistencia
complejos, tales como, la presencia de BLEEs y
carbapenemasas no se demostré en las especies
evaluadas. Este hallazgo permite inferir, en términos
generales, que la contaminacion bacteriana del agua
viene dada fundamentalmente por microorganismos
ambientales, inclusive de posible procedencia animal,

Vol. LII, N° 1, Enero-Julio, 2012

Rojas T et al.

pero que no han sido sometidos a las presiones de la
terapia antibiotica. Hay autores que consideran el uso
de los patrones de resistencia antimicrobiana como
marcadores del grado de contaminacion de aguas y
alimentos con desechos bioldgicos antropogénicos
o de actividad veterinaria. A medida que aumenta
el uso indiscriminado de antibidticos, mayor sera la
presencia de microorganismos multiresistentes en
estos sustratos (De Meirelles et al., 2002; Lachmayr
et al., 2009).

Entre las especies aisladas provenientes del
grupo de coliformes termotolerantes s6lo un aislado
de Escherichia coli fue resistente a AMP, mientras
que, un aislado de Enterobacter cloacae mostrd
patron fenotipico de multiresistencia no natural,
compatible con la produccion de betalactamasas
tipo AmpC derreprimida, caracterizadas éstas, por
conferir resistencia frente a todas las penicilinas,
combinaciones con inhibidores de betalactamasas
(EJ, AMC), cefalosporinas de primera, segunda
y tercera generacion, asi como, monobactamicos
(ATM) (Martinez, 2009). Cabe destacar que las
enzimas AmpC, cromosomicas o plasmidicas, estan
codificadas por elementos genéticos que tienen alta
tasa de transferencia horizontal hacia especies que
carecen de dichos mecanismos, por ejemplo, desde
Enterobacter spp. hacia especies de Klebsiella,
Salmonella o Proteus, entre otros (Paterson &
Bonomo, 2005). Aunque el porcentaje de aislados
con patrones de resistencia fue bajo, es importante
destacar, que su presencia indica contaminacion del
agua con microorganismos que, de una u otra forma,
han adquirido esta caracteristica probablemente
en un ambiente clinico bien sea de salud humana
o veterinaria. Esto debe alertar, por cuanto, una de
las principales preocupaciones de los organismos
internacionales, entre ellos la OMS, es precisamente
la capacidad que tiene el agua para la dispersion de la
resistencia bacteriana (Chatterjee & Fleck, 2011).

Las implicaciones de los alimentos y el
agua como vehiculos de bacterias con resistencia
adquirida frente a los antimicrobianos, ha sido bien
documentada. Diversos estudios han demostrado
la presencia de bacterias resistentes en alimentos
de origen animal, vegetales y agua, demostrandose
la potencialidad de estos sustratos como vehiculos
para la transferencia de gérmenes multiresistentes
hacia la comunidad y esta tasa de diseminacion es
directamente proporcional a la carga microbiana
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que se pueda hallar en ellos (Bywater et al,
2004). Se habla de aislamientos, inclusive, con
expresion de mecanismos complejos como BLEEs,
carbapenemasas, AmpC, entre otros, que estan
creando alarma entre la comunidad cientifica por
cuanto la tasa de dispersion es exageradamente
rapida. De esta reflexion se desprende el rol que
debe ejercer la comunidad cientifica en proponer
ejecutorias que conlleven a entender el fenomeno y
detallar los correctivos necesarios para disminuir su
impacto.
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