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RESUMEN

Se evalud la susceptibilidad a betalactamicos, en 66 cepas bacterianas, ya
identificadas previamente como bacilos Gram negativos no fermentadores
(BGNNF), provenientes de aguas y sedimentos del muestreo de 3 estaciones
del rio Manzanares en el 2008, de las cuales 54 cepas provienen de muestras
de agua y 12 de sedimento. A las cuales se le realizaron la identificacion,
mediante pruebas bioquimicas convencionales. Se determind la susceptibilidad
antimicrobiana a las cepas aisladas, mediante el método de difusién en agar, y
la determinacion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) vy
metalobetalactamasas (MBL), se realizO0 mediante el método fenotipico de
sinergia de doble disco y el método de doble disco con
etilendiaminotetraacético, respectivamente. De 54 cepas de agua, 35 (64,81%)
fueron identificadas como P. aeruginosa, 12 (22,22%) S. maltophilia, 2 (3,71%)
S. paucimobilis, 2 (3,71%) P. stutzeri, 1 (1,85%) P. mendocina, 1 (1,85%) P.
oryzihabitans y 1 (1,85%) B. cepacia; mientras las 12 (100,00%) cepas de
sedimento se identificaron como P. aeruginosa. Las cepas de P. aeruginosa
aisladas de aguas y sedimento, presentaron resistencia a los betalactamicos
ensayados; en los aislados de agua el fenotipo A de resistencia fue el mas
comun, presentando resistencia a aztreonam, cefotaxima,
piperacilina/tazobactam, meropenem, mientras el fenotipo | mas frecuente en
los aislados de sedimento presentaron resistencia sélo a aztreonam vy
cefotaxima. Las cepas de S. maltophilia presentaron resistencia a casi todos
los antibiéticos probados, el fenotipo A de resistencia que se encontré en mayor
proporcion, presentd resistencia a todos los antibidticos, a excepcién de
piperacilina. 21 cepas de P. aeruginosa , aislados de agua, (60,00%) y 12
(100%) aisladas de sedimento, presentaron betalactamasa, tipo AmpC. Todas
las cepas de S. maltophilia presentaron BLEE positivo y resistencia a imipenem
y meropenem; 2 (16,67%) presentaron fenotipo compatible con MBL. Estos
resultados permiten contribuir con el conocimiento de la epidemiologia
fenotipica y susceptibilidad antimicrobiana de bacterias aisladas de aguas del
rio, permitiendo establecer un patrén de comportamiento de estas bacterias que
pudieran afectar al humano.

Palabras o Frases Claves: BGNNF, cepas aisladas de el ambiente,

resistencia antimicrobiana en cepas ambientales



INTRODUCCION

Los antibioticos son utilizados para la prevencion o tratamiento de las
infecciones microbianas en medicina humana y veterinaria, en piscicultura y
como promotores del crecimiento en granjas productoras de animales. Asi, la
aplicacion de estos compuestos por mas de 50 afos ha provocado un gran
impacto en las comunidades microbianas (Jorgensen y Halling-Sorensen, 2000;
Alonso et al., 2001).

En todas las bacterias, existe una resistencia natural a los antibibticos,
también llamada intrinseca, la cual es codificada cromosdmicamente y se
transmite de forma vertical. Este tipo de resistencia, inherente a cada género o
especie, se presenta como una necesidad de la bacteria de sobrevivir a un
ambiente hostil, en el cual convive con otros organismos capaces de producir
antibidticos. Tal es asi, que esta ampliamente aceptado que los determinantes
de resistencia antibidtica se han originado en aquellos microorganismos
productores de estos compuestos, en los cuales juegan un rol de

autoproteccion (Alonso et al., 2001; Lipsitch y Samoret, 2002).

La mayoria de los compuestos quimicos, como los antibiéticos utilizados
en las diferentes practicas médicas, son eliminados directamente a los efluentes
hospitalarios o a las redes municipales sin metabolizar o parcialmente
metabolizados, impactando finalmente en las aguas subterraneas, los
ambientes acuaticos y en los sedimentos (Watkinson et al., 2007). El uso de
una variedad de antimicrobianos, aseguran que los mismos permaneceran en el
ambiente ejerciendo una presion selectiva durante prolongados periodos. Esta
situacion ha quedado demostrada al detectarse un incremento de resistencia en
los patégenos de peces y en la alteracion de la flora bacteriana de los

sedimentos y del ambiente acuatico (Cabello, 2006; Harakeh et al., 2006).



La adquisicion y posterior diseminacion de determinantes de resistencia
antibiodtica, en bacterias patdogenas representa un problema importante para el
tratamiento de enfermedades (Calvo et al., 2002). La resistencia bacteriana es
el resultado de la expresion de genes cromosémicos, los cuales son
naturalmente intrinsecos de la bacteria, y/o genes extracromosoémicos, que son
adquiridos a través de intercambio genético con otras bacterias (Keith et al.,
2000).

Hay diversos mecanismos por los cuales las bacterias son resistentes a
los antibidticos, entre los mas relevantes se encuentran: la disminucion de la
permeabilidad de la membrana celular, lo cual dificulta el ingreso del antibidtico
a las células bacterianas; alteracion del sitio de accion del antibidtico, con la
consecuente pérdida de afinidad de éste por su sitio de accion, sistema de
bombas de eflujo, consiste en la expulsion por parte de la bacteria del
antibiotico y la modificacion o inactivacion del antibiético por enzimas, entre las
que se encuentran las bectalactamasas, siendo estas ultimas, la forma mas

comun de resistencia adquirida, (Burke, 2000; Bradford, 2001).

La produccion de bectalactamasas es el principal mecanismo de
resistencia bacteriana a los antibidticos betalactamicos; constituyen un
complejo grupo de enzimas con propiedades diferenciales en funcién al sustrato
que hidrolizan o las inhibe (parametros cinéticos), su localizacién (intra o
extracelular), su codificacion (cromosdmica y/o extracromosdmica), expresion
genética (constitutiva o inducible) y otras propiedades fisico-quimicas utilizadas
para clasificarlas. Actuan hidrolizando el enlace amidico del anillo
betalactamico, previa unién al grupo carboxilo, lo que provoca que el antibidtico
pierda la capacidad de unirse a las proteinas ligadoras de penicilina (Burke,
2000; Bradford, 2001).

En la ultima década han cobrado gran importancia los mecanismos de



resistencia a los carbapenemas, debido a la produccion de enzimas
carbapenemasas como las metalobetalactamas (MBL) (Tsakris et al., 2003).
Estas enzimas requieren zinc (Zn) para actuar y se inhiben por quelantes de
metales, tales como etilendiaminotetraacético (EDTA) y compuestos tiol. Los
genes responsables de la produccion de MBL forman parte de una estructura,
llamada integrén y se transportan esencialmente en plasmidos. Por lo general,
las cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras de MBL tienen resistencia
a diferentes grupos de antibidticos y ésta puede transferirse a distintos tipos de
bacterias (Pitout et al., 2005).

Los bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNNF) son un grupo de
bacilos aerobios y no formadores de esporas, que no utilizan hidratos de
carbono como fuente de energia o los degradan a través de vias metabdlicas
diferentes a la fermentacion. Se puede sospechar que un bacilo Gram negativo
desconocido es un miembro del grupo no fermentador, observando una o mas
de las siguientes caracteristicas: ausencia de fermentacién de glucosa y
lactosa, reaccidn de citocromo oxidasa positiva y crecimiento en agar
MacConkey. Muchos de ellos, actian como patégenos oportunistas y pueden
causar infecciones graves en el hombre, las mas importantes, desde el punto
de vista clinico, son P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii y

Stenotrophomonas maltophilia (Koneman et al., 1999).

La resistencia de P. aeruginosa a los betalactamicos depende de la
produccion de betalactamasas cromosdémicas y plasmidicas, de alteraciones de
la permeabilidad y de bombas de expulsidén activas, en especial MexAB-OprM.
Los mecanismos de resistencia de A. baumannii se relacionan con la
produccion de betalactamasas y con alteraciones en proteinas fijadoras de
penicilina. S. maltophilia presenta resistencia natural a carbapenemas y otros
betalactamicos, por producciéon de dos betalactamasas, L-1 y L-2 (Vila y Marco,
2002).



Zarco et al. (2006) en un estudio realizado en muestras de agua del rio
Lerma-Chapala, México, identificaron géneros y especies de bacterias
indicadoras de contaminacion (coliformes totales, coliformes fecales,
enterococos fecales). En el estudio también identificaron bacterias de interés
clinico como Pseudomonas spp., S. maltophilia y Acinetobacter spp., con
resistencia a los antibiéticos betalactamicos. Losch et al. (2005) en un estudio
realizado sobre la resistencia antimicrobiana 107 cepas de P. aeruginosa,
provenientes de fuentes de agua de la provincia del Chaco en Argentina,
sefalaron resistencia a gentamicina (12,10%), meropenem (11,20%) e
imipenem (0,90%) y sensibilidad a ceftazidima y ciprofloxacina. Avila y
Estupifian (2006) evaluaron microbilégicamente 13 estaciones del humedal de
Jaboque, Bogota-Colombia, las bacterias de mayor abundancia en las aguas
del humedal fueron coliformes totales, Aeromonas spp. y Pseudomonas spp.,
también se identificaron pero en menos proporcion, Acinetobacter spp,

Burkholderia cepacia, Serratia spp., Yersinia enterocolitica, entre otras.

Piccini y Conde (2005) estudiaron la comunidad bacteriana de la laguna de
Rocha en Argentina y reportaron predominio de Sphingomonas spp. y S.

maltophilia en las aguas analizadas.

En Venezuela, Alvarez et al. (2004) realizaron un estudio desde marzo de
1999 a abril de 2000, en el que identificaron bacterioflora aerobia Gram
negativa del intestino de las tilapias sanas provenientes del lago de Valencia y
también de una granja comercial, de la region central del pais, asi como, del
agua y sedimento del entorno; entre las cepas identificadas se reportan:
Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria, Aeromonas veronii, Plesiomonas

shigelloides, Pseudomonas spp., Klebsiella pneumoniae y Vibrio cholerae.

El rio Manzanares constituye una de las corrientes mas importantes de

agua superficial en la regidn nororiental de Venezuela, es por ello, que ha sido



objeto de numerosas investigaciones. Maloney (1966), describe su historia
geologica; Lépez y Fernandez (1966) asocian la mortalidad de peces a
problemas de contaminacién; Mora et al. (1967) ponen de manifiesto el impacto
de las descargas del rio en las aguas costeras de Cumana, estado Sucre.
Okuda et al. (1970) y Ochoa (1971) asociaron los problemas de contaminacion
del rio a los aportes del central azucarero de Cumanacoa, debido a las altas
concentraciones de oxigeno y de materia organica que fueron encontradas en
el rio. Senior y Godoy (1991), describen el impacto causado sobre las
caracteristicas fisicoquimicas del agua fluvial por las fuertes descargas de
materia organica; posteriormente, labichella (1993), confirma lo reportado por
Senior y Godoy, en estudios realizados en las costas de Cumana. Mata (2004),
describe que las aguas de este rio no tienen una calidad bacteriologica
aceptable para su uso en actividades de recreacion y consumo por parte del
hombre, en su estudio identific6 Escherichia coli y K. pneumoniae, como
bacterias predominantes y en menor frecuencia K. oxytoca, Enterobacter spp. y
Citrobacter spp.

El Manzanares es el principal rio del estado Sucre, éste ha venido
cursando con un deterioro fisicoquimico y microbioldgico, gradual y sostenido,
por lo que resulta prioritario estudiar las condiciones sanitarias que presentan
sus aguas en la actualidad, con interés en la presencia de BGNNF, a fin de
suministrar informacion sobre el patrén fenotipico de resistencia a agentes
antimicrobianos betalactamicos y el tipo de betalactamasa prevalente en estas

bacterias.



METODOLOGIA

Poblacién y muestra

En el presente estudio se analizaron 66 cepas bacterianas, identificadas
previamente como BGNNF, suministradas por el laboratorio de investigacion
Bacterioldgica del Departamento de Bioanalisis de la Universidad de Oriente,
provenientes de aguas y sedimentos del muestreo en 3 estaciones (E+: la
fragua, E»: los dos rios y Es: mercado municipal de Cumana) del rio
Manzanares (febrero - junio en el 2008), de las cuales 54 cepas provienen de

muestras de agua y 12 de sedimento.

Viabilidad de las cepas

Con el objeto de comprobar la viabilidad de las cepas, éstas se sembraron
en caldo infusiébn cerebro corazéon (BHI) a 37°C, durante 24 horas;
posteriormente, se sembraron en agar nutritivo y MacConkey (AMC) con la
finalidad de verificar su pureza y observar las caracteristicas macroscopicas de

las colonias.

Identificacidén bioquimica de BGNNF

A partir del crecimiento puro de las especies bacterianas en los medios
empleados, se procedid a la identificacion bioquimica, se empled en primer
lugar una galeria bioquimica primaria que permitio la diferenciacion de familias y
géneros, posteriormente, una galeria bioquimica definitiva para la diferenciacion
de especies, seguida por esquemas de diagndstico especifico para la
identificacion de BGNNF (Castillo, 2001).



Bateria bioquimica primaria

Fermentacion de azlcares

Se tomd una colonia del agar MacConkey, luego se procedié a sembrar
por la técnica de puncidn y estrias en el agar Kligler y se incubaron a 32°C por

24 a 48 horas en aerobiosis.

Oxidasa

La produccién de la enzima citocromo oxidasa es una prueba que permitid
diferenciar familias de bacterias pertenecientes al grupo de los BGNNF. Se
tomd con un palillo de madera una colonia procedente del agar nutritivo y se
colocd sobre un trozo de papel de filtro, previamente impregnado con el reactivo
tetrametilfenilendiamina, la ausencia de color en el lugar, indicé una reaccion

negativa y la presencia de color purpura, indicé un resultado positivo.

Bateria bioquimica definitiva

Motilidad

Se realizé mediante la siembra por puncién en agar motilidad con sal de
tetrazolium (TTC) al 1,00%, donde se evidencio la positividad mediante la
presencia de una turbidez rosada que difundié por todo el medio, y la
negatividad de la prueba (sin motilidad) por la produccion de una linea roja
brillante limitada en la linea de siembra, en el cual se mantuvo el medio claro

alrededor.



Oxidacion de azlUcares

La oxidacion de azucares como glucosa, manitol y maltosa, se evalud
mediante la inoculacion por duplicado en tubos que contenian medio basal
oxidacién fermentaciéon (O/F), con 1,00% de cada carbohidrato, esta prueba
consistid en inocular por puncion ambos tubos con el cultivo de la cepa a
estudiar, uno de los tubos se dejo descubierto y el otro se sellé con parafina

liquida. Estos tubos se incubaron a 32°C durante 24 a 48 horas en aerobiosis.

Crecimiento a 42°C

Constituye una prueba diferencial entre las especies del género
Pseudomonas, especificamente entre especies del grupo fluorescente, donde
se verificd la capacidad de las bacterias de crecer a altas temperaturas, se
realizé por medio de la siembra de las cepas de interés en agar tripticasa de
soya, y posteriormente, se incubaron a 42°C durante 24 a 48 horas en

aerobiosis.

Susceptibilidad a la polimixina B

Se realizé por el método de difusion en agar (medio Muller Hinton) descrito
por Bauer et al. (1966), empleando un disco de polimixina B de 300 UL. Las
placas se incubaron en condiciones de aerobiosis. La formacién de un halo

transparente alrededor del disco, mayor de 11 mm se considerd sensible.
Hidrdlisis de la esculina
Esta prueba se realizdé inoculando el microorganismo en estudio, por

estrias en medio agar esculina y luego se incub6 a 35°C por 24 a 48 horas. La

esculina es un medio que fluoresce al incidir la luz ultravioleta a través de una



lampara de Wood; cuando la esculina es hidrolizada, el medio se torna negro

rojizo y desaparece la fluorescencia, esto indica una reaccion positiva.

Descarboxilacion de la lisina

Esta prueba permite medir la capacidad enzimatica de un microorganismo
para descarboxilar el aminoacido lisina y formar una amina. Se inoculé el medio
caldo Moeller con lisina, con el microorganismo a estudiar, se incluyé un tubo
control no inoculado y libre de aminoacidos para comparar las reacciones. se
incluyé un tubo control positivo para comparar las reacciones. Luego, se
cubrieron los tubos con aproximadamente, 1 ml de parafina liquida y se incubo
a 35°C por 24-48 horas. La aparicion de un color purpura en el medio indicé que

la prueba fue positiva.

Hidrolisis de la arginina

Se utilizd para demostrar si las bacterias en estudio son capaces de
hidrolizar el aminoacido arginina; el medio caldo Moeller se inoculd, luego se
sellé con parafina liquida para proporcionar el ambiente anaerobio, se incubd a

35°C y se realizaron lecturas diarias.durante 4 dias.

Hidrdlisis de la gelatina

Esta prueba se basa en la produccion de la enzima gelatinasa por parte de
la bacteria, la cual hidroliza la gelatina y forma un precipitado. Consiste en
inocular el medio agar gelatina al 4%, con una suspension bacteriana de la
cepa a estudiar, luego se incubd las placas a 35°C durante 24 a 48 horas en

condiciones de aerobiosis.



Determinacion de la susceptibilidad a antimicrobianos

Para la realizacion de la prueba de susceptibilidad se emple6 el método de
difusién en agar descrito por Bauer et al. (1966), segun los lineamientos
establecidos por el Comité Nacional de Estandares para Laboratorios Clinicos
(CLSI, 2011). El procedimiento se llevd a cabo de la siguiente manera: se
inocularon de 4 a 5 colonias aisladas, de la bacteria identificada, en 4,5 ml de
solucién salina fisiologica, ajustandolo con un patron 0,5 de la escala de
MacFarland. Luego, se humedecié un hisopo de algoddén estéril con la
suspension bacteriana, se diseminé sobre la superficie de la placa de agar
Moeller Hinton. Se dejé secar de 3 a 5 minutos y luego, se colocaron los
discos de antibidticos de eleccion: aztreonam (30 ug), ceftazidima (30 ug),
cefepima (30 ug), piperacilina/tazo- bactam (100/10 ug), imipenem (10 ug),
meropenem (10 ug) y piperacilina (100 ug). Las placas se incubaron a 35°C
durante 24 horas en aerobiosis, al cabo de este tiempo se procedio a realizar la
lectura de los halos de inhibicidén. Esto permitio, dependiendo del tamafio de los
halos de inhibicién, clasificarlos en sensible (S), intermedio (1) y resistente (R),

segun las categorias e interpretacion establecidas por el CLSI (2011).

A las cepas que presentaron resistencia a aztreonam (ATM), cefepima
(FEP), ceftazidima (CAZ), piperacilina/tazobactam (TZP), imipenem (IMP) y
meropenem (MEM), se les realizé la prueba de deteccidon de betalactamasas
tipo espectro extendido (BLEE), a betalactamasa cromosdmica inducible clase
C (AmpC) y MBL.
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Caracterizacién fenotipica de la resistencia a los betalactdmicos en
BGNNF

Ubicacidon estratégica de los discos

La sociedad argentina de bacteriologia, asociacion argentina de
microbiologia (SADEBAC-AAM, 2010) recomiendan colocar la siguiente
ubicacién de los discos y la incorporacion de discos con quelantes como el
EDTA y de amoxicilina/acido clavulanico (AMC), para maximinizar la
informacion del antibiograma. Se coloco el disco EDTA al lado de un disco de
imipenem (IMP) y al otro lado un disco de meropenem (MEM); separados a una
distancia de 1,5 cm, al lado de este ultimo se colocdé el disco de
piperacilina/tazobactam, seguido del disco de cefepima (FEP), (AMC) y un disco
de ceftazidima (CAZ), estos cuatro ultimos, se colocaron a 2 cm del borde de la

placa y entre ellos.

Determinacion de betalactamasa tipo BLEE

La deteccién fenotipica de BLEE se realizo por la técnica de sinergia de
doble disco (Jarlier et al., 1988). La produccibn o no de la enzima
betalactamasa se observé, entre los discos de AMC, FEP y CAZ. Se consideré
sinergia positiva, por tanto, presencia presuntiva de la enzima al observar una
ampliacion o distorsién del halo de inhibicion adyacente al disco de AMC de

alguna de las cefalosporinas.

Determinacion de betalactamasa tipo AmpC

La betalactamasa tipo AmpC, se detectd al observar un achatamiento del

halo de inhibicién entre los discos de CAZ e IMP, fendmeno originado por
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antagonismo entre los antibiéticos (SADEBAC-AAM, 2010).
Determinacion de MBL

La enzima se detecté mediante el método de doble disco, basado en la
interaccion del agente quelante, EDTA y los antibidticos MEM e IMP; la
ampliacion del halo de inhibicion de los antibidticos en forma de campana,
evidencia la produccion de la enzima (SADEBAC-AAM, 2010).

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis descriptivo y

expresados a través de tablas y figuras (Morton et al., 1993).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Del total de aislados, 54 provienen de muestras de agua y 12 del
sedimento del rio Manzanares, P. aeruginosa fue la bacteria identificada en
mayor proporciéon con 35 (65,81%) aislados, seguida de S. maltophilia con 12
(22,22%), la E3, fue la estacidbn con mayor numero de bacterias aisladas

respectivamente (tabla1).

Tabla 1. Bacilos Gram negativos no fermentadores, aisladas de aguas del rio
Manzanares. Cumana, estado Sucre. Febrero-junio 2008

Numero de cepas por estaciones Porcentaje
Bacteria Ei1 Ep Es; Total (%)

Pseudomonas aeruginosa 3 4 28 35 65,81
Stenotrophomona maltophilia 0 0 12 12 22,22
Sphingomonas spp. 0 2 0 2 3,70
P. stutzeri 2 0 0 2 3,70
P .orryzinhabitans 1 0 0 1 1,85
P. mendocina 1 0 0 1 1,85
Burkholderia cepacia 1 0 0 1 1,85
Total 8 6 40 54 100,00

La evaluacion de las cepas provenientes de muestras de sedimentos (12
cepas), dio como resultado que todos los aislados identificados fueron P
aeruginosa ( 7 (58,33%) de la E3; 4 (33,33%)delaE; y1(8,34%)dela E;. La
mayor frecuencia de bacterias aisladas en la Ez puede ser debido a los posibles
problemas de contaminacion que presentan las aguas, debido a la diversa
materia organica desechada sobre las aguas por parte de la poblacion que vive
a sus alrededores, incrementando la flora bacteriana. La E; como la E4, son
ambientes naturales, que aparentemente se encuentran con una buena calidad

de sus aguas, a pesar de que la E; es un balneario recreacional.

Diversos estudios bacteriologicos se han realizado en ambientes

naturales acuaticos y terrestres identificando una gran variedad de bacterias. Al
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respecto, Negrete et al. (2003) en un estudio realizado en granjas piscicolas de
Morelos, México, identificaron 60 cepas bacterianas de la familia
Pseudomonadaceae, pertenecientes a seis especies diferentes. Hulla et al.
(2006) describe que P. aeruginosa se encuentra en diferentes ambientes
acuaticos, sin embargo, no hay informes sobre el aislamiento en aguas cerca de
la cabecera de la fuente de un rio. Por el contrario, Nonaka et al. (2010),
estudiaron el rio Shigenobu, Japdén, donde aislaron cepas de P. aeruginosa en
la cabecera del rio, aunque de forma esporadica, se aislaron en mayor
proporcion en la parte media y baja, resultados que concuerdan con los

obtenidos.

Altamirano 'y Pozzo (2000) identificaron Pseudomonas spp. Yy
Sphingomonas spp, a partir de muestras de suelo provenientes de un terreno
de 8 hectareas durante un ano, en las cercanias de la localidad de Catriel (Rio
Negro) en la Patagonia Argentina. Quinchia et al. (2006), estudiaron muestras
de suelo del Oriente Antioqueno, México, en donde identificaron Pseudomonas
spp. Albarado y Flores (2008) aislaron 24 cepas correspondientes al género
Pseudomonas spp., de muestras de suelo provenientes de zonas agricolas del

estado Sucre, Venezuela.

Pseudomonas spp., es capaz de sobrevivir e incluso degradar una
amplia variedad de compuestos organicos, como pesticidas, diversos
compuestos halogenados e hidrocarburos derivados del petréleo, sobreviviendo
asi, a la presién selectiva del ambiente, volviéndose resistentes a las
condiciones adversas donde conviven (Arraiz, 2001), ademas, tiene la
capacidad de colonizacién, adherencia y producir biopelicula, lo cual representa
una estrategia de supervivencia, que le confiere proteccion contra los
mecanismos de erradicacidén microbiana. Este microorganismo crece en muy
baja concentracién de nutrientes en medio ambiente acuoso, y puede sobrevivir

durante muchos meses en aguas a temperatura ambiente, es un importante
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patdbgeno oportunista y causa una amplia variedad de infecciones,
especialmente, de oidos, ojos y piel, y su control en aguas destinadas a

la recreacion es obligatorio en varios paises del mundo (Moore et al., 2002).

La presencia ubicua de los antimicrobianos incorporados en diferentes
habitats, ha perturbado el delicado balance de los microorganismos en el
ambiente, llevando a que bacterias con variados grados de resistencia,
tanto patébgenos como no patdgenos, hayan reemplazado a los

microorganismos sensibles (Losh y Merino, 2008).

En la figura 1, se observa la resistencia antimicrobiana de las cepas de
P. aeruginosa aisladas de agua, segun la estacibn en que se

encuentran.
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Figura 1. Resistencia antimicrobiana in vitro de cepas de Pseudomonas

aeruginosa aisladas de aguas del rio Manzanares. Febrero-junio 2008. ATM:
Aztreonam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, TZP: piperacilina/tazobactam, IMP: imipenem,
MEM: meropenem y PIP: piperacilina. E: estacion. E1: La fragua, E2: Los dos rio y E3: Mercado
municipal de Cumana

En todas las estaciones se encontraron cepas resistentes a ATM y MEM
(mayor del 50,00%), piperacilina/tazobactam (TZP) presento resistencia solo

en la E2 y E3 (mayor del 40,00%), mientras IMP y FEP solo presentaron
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resistencia en los aislados de la E3. En P. aeruginosa la resistencia a ATM,
MEM, TZP, IMP y FEP es adquirida, se produce por seleccion natural a través
de mutaciones al azar, pero también puede inducirse mediante el aumento de
una presion selectiva, ocasionada por el ambiente hostil en la que se
encuentran las bacterias. Las cepas de P. aeruginosa aisladas del sedimento
de la E3, presentaron resistencia a ATM y a TZP, mientras que las cepas
aisladas de la E2, solo presentaron resistencia a ATM (figura 2); estos
resultados revelan que en las cepas aisladas de los sedimentos hay menos
determinantes de resistencia. En comparacion a los aislados de agua; puede
ser debida, a que, al estar en el fondo del rio, no entran en constante contacto
con las demas bacterias, no adquiriendo genes de resistencia por intercambio

genético con las mismas.
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Figura 2. Resistencia antimicrobiana in vitro de cepas de Pseudomonas

aeruginosa aisladas de sedimentos del rio Manzanares. Febrero - junio 2008
ATM: Aztreonam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, TZP: piperacilina/tazobactam, IPM:
imipenem, MEM: meropenem y PIP: piperacilina. E: estacion. E1: La fragua, E2: Los dos rio y
E3: Mercado municipal de Cumana.

Lésch et al. (2005), describen que la adquisicion de los determinantes de
resistencia entre las poblaciones bacterianas, es consecuencia de la fuerte
presion selectiva originada como resultado de la terapia antibidtica y de los

antibidticos en el medio ambiente. El tratamiento de las infecciones graves
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causadas por este microorganismo suele ser dificil, ya que éste es naturalmente
resistente a una gran variedad de antimicrobianos y, ademas, pueden adquirir
mecanismos de resistencia a practicamente la totalidad de los antimicrobianos

disponibles para su tratamiento (Pagniez et al., 2006).

Pseudomonas spp. constituye uno de los paradigmas en la resistencia
bacteriana, ya que, en esta pueden confluir todos los mecanismos de
resistencia e incluso potencializarse entre si. A partir del afio 2002, se dan a
conocer datos importantes relacionados con la resistencia antimicrobiana en
Pseudomonas spp. entre ellos: IMP: 10,00% a 25,00%; PIP: 5,00% a 30,00% y
CAZ: 0,30% a 19,00% a CAZ (Crespo, 2002). Livermore (2002) asocié que el
tratamiento con IMP provoca un mayor riesgo a desarrollar resistencia,

comparado con otros antibidticos como CAZ y PIP.

Gad et al. (2007) aislaron 57 cepas de Pseudomonas de muestras
ambientales en Minia, Egipto, de las cuales 39 fueron identificadas como P.
aeruginosa, con un gran porcentaje de resistencia a MEM. Los reportes de
resistencia en cepas de P. aeruginosa aisladas de ambientes naturales son
escasos Yy la mayoria han estado dirigidas a aislamientos clinicos. Debido a la
poca bibliografia sobre susceptibilidad antimicrobiana en estas cepas, se hace

referencia a antecedentes de aislados clinicos.

Carvalho et al. (2005), estudiaron 35 cepas bacterianas de P. aeruginosa
obtenidas del Instituto Oswaldo Cruz,Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, en donde sefalan, que los aislados presentaron alto porcentaje de
resistencia al ATM (42,00%). Mata (2002), en el Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala” (HUAPA) de la ciudad de Cumana, estado Sucre, encontré
11,60% de resistencia a MEM en aislados de P. aeruginosa; de igual manera,
Pérez et al. (2008), reportaron 15,30% de resistencia a IMP en cepas de P.

aeruginosa, provenientes de muestras clinicas procesadas en el Laboratorio de
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Microbiologia del Hospital Clinico de la Universidad Catolica de Chile, en
Santiago. En 2009, Cabeza encontré un elevado porcentaje de resistencia para
TZP (40,74%), en cepas suministradas por el laboratorio de Bacteriologia del
HUAPA, Cumana. Martin et al. (2003), en un estudio realizado en la ciudad de
Caracas, reportaron 32,00% de resistencia en cepas de P. aeruginosa para el

mismo antibiético, comunitarias como intrahospitalarias.

Las cepas de S. maltophilia aisladas, expresaron resistencia natural
a los antibidticos betalactamicos ensayados, obteniendo resultados por encima
del 60,00%, excepto PIP con 100,00% de sensibilidad (figura 3). S. maltophilia
es un patégeno emergente y oportunista, que presenta resistencia natural a
los betalactamicos. Esta bacteria presenta un perfil de resistencia a nivel
cromosomico, responsable de la resistencia a las cefalosporinas tradicionales
(cefotaxime, ceftazidima y cefepima) y a la mayoria de los carbapenemas
(Livermore, 2002).
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Figura 3. Resistencia antimicrobiana in vitro de Stenotrophomonas
maltophilia aisladas de aguas del rio Manzanares. Febrero - junio 2008 ATM:
aztreonam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, TZP: piperacilina/tazobactam, IPM: imipenem,
MEM: meropenem y PIP: piperacilina. E: estacion. E1: La fragua, E2: Los dos rio y E3: Mercado
municipal de Cumana.

Este perfil tipico, permite una orientacidn al tratamiento y ayuda a realizar
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un control de calidad al laboratorio de microbiologia, ya que en relacion a la
identificacion bacteriana de S. maltophilia con un perfil de resistencia diferente,
correresponde con otro tipo de bacteria y se debe realizar la verificacion
pertinente. Ante la identificacion de esta bacteria, incluso se sugiere no informar
antibiograma, ya que el tratamiento de eleccion debe ser trimetoprim/sulfa-

metoxazol (Crespo, 2002).

El mecanismo de resistencia a los betalactamicos mas frecuente es la
produccion de betalactamasas, enzimas que logran hidrolizar el anillo

belactamico de penicilinas y cefalosporinas. (Samaha y Araj, 2003).

En el presente estudio, se obtuvo que de las 47 cepas de P. aeruginosa
aisladas de agua y sedimento, 33 (70,21%) presentaron betalactamasa tipo
AmpC, de las cuales 21 (63,63%) provienen de agua y 12 (100,00%) de
sedimento, en la figura 4 se refleja la frecuencia de produccién de AmpC por
estacion, se observa claramente que las cepas aisladas en la E3 tanto de agua
como sedimento presentaron el gen en mayor porcentaje con respecto a las
otras estaciones de muestreo; estos resultados indican la menor produccion del
gen AmpC en las cepas aisladas de agua, puede ser atribuido a que los genes
en estas se encuentran desreprimido, algo que se observa en la disociacion
IMP sensible - CAZ resistente. (Vila y Marco, 2010).
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Figura 4. Betalactamasas tipo AmpC basal detectadas en cepas de
Pseudomonas aeruginosa aisladas de aguas y sedimentos del rio Manzanares.

Febrero - junio 2008 E: estacién. E1: La fragua, E2: Los dos rio y E3: Mercado municipal de
Cumana.

La induccién de la produccién de AmpC, esta relacionada con las vias de
reciclaje del peptidoglicano. Los antibidticos betalactamicos producen rupturas
en la pared, al ser su sitio blanco, obligando a las bacterias a activar sus
mecanismos de defensa, en este caso, expresion de AmpC. Las propuestas
mas estudiadas han postulado como el verdadero inductor de AmpC, a varias
moléculas que se acumulan durante el proceso de reciclaje y rompimiento de la
pared producido por los antibidticos betalactamicos, entre ellos el
anhidroMurNAc-tripéptido o el GlIcNAc-anhMurNAc-peptapéptido (Vila y Marco,
2010). La importancia de la induccion es que, particularmente, se ha
observado que una vez, desarrollada la poblacion de microorganismos
desreprimidos estos son estables y se acumulan en la atmadsfera hospitalaria, lo

cual, hace que sean facilmente diseminados (Crespo, 2002).

Los resultados de esta investigacion coinciden con los reportados por
Gbémez et al. (2007), en un estudio sobre mecanismos de resistencia, realizado
en el Hospital Universitario Miguel Oraa, del estado Portuguesa, Venezuela,

donde encontraron que el 58,00% de los aislados de P. aeruginosa expresaron
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fenotipo de betalactamasa tipo AmpC inducido basal.

Gad et al. (2007) obtuvieron que 37 cepas de P. aeruginosa aisladas de
muestras ambientales, en Minia-Egipto, eran productoras de betalactamasas
tipo AmpC. Bou y Martinez (2000) y Danes et al. (2002) al estudiar muestras
clinicas sugieren que la sobreexpresion de AmpC en P. aeruginosa es un
mecanismo frecuente de resistencia a betalactamicos y genera un fenotipo de
resistencia caracterizado por resistencia a TZP y CAZ. Las betalactamasas tipo
AmpC son responsables de la resistencia a las cefalosporinas de tercera

generacion, ATM, inhibidores de betalactamasas. (Jacoby, 2009).

En la figura 5, se observa que las 12 (100,00%) cepas de S. maltophilia
resultaron positivas a la deteccion BLEE y 2 (16,67%), presentaron
fenotipo compatible con MBL,; resultados que se esperaban ya que esta bacteria
produce BLEE y MBL de forma natural. Hallazgos relacionados fueron
reportados por Anton (2006), en un estudio realizado en 24 cepas clinicas de
S. maltophilia, de las cuales, 15 (62,50%) resultaron positivas a la produccion
de BLEE. Esta bacteria presenta dos tipos de betalactamasas inducibles, L-1y

L-2. (Sevillano et al., 2001). El centro activo de la betalactamasa cromosémica
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Figura 5. Betalactamasas detectadas en Stenotrophomonas maltophilia

aisladas de aguas del rio Manzanares. BLEE: Betalactamasa de espectro extendido y
MBL: metalobetalactamasa.
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L-1 es el Zn, la presentan la mayoria de cepas y posee, fundamentalmente
actividad frente a IMP y MEM. La betalactamasa cromosémica L-2 posee
actividad cefalosporinasa, adicionalmente, hidroliza al ATM (Vila y Marco,
2002).

Con el analisis de los resultados obtenidos en la tabla 2, se diferenciaron
12 fenotipos entre las cepas de P. aeruginosa aisladas de agua, los cuales se
designaron con numeros romanos (I hasta Xll), presentandose el fenotipo A
en 6 (17,14%) aislados, siendo el mayormente observado, el cual soélo
presentoresistencia a MEM, pudiendo ser un sistema de eflujo el mecanismo
responsable de la resistencia. El fenotipo Il y Il agrupa 5 aislados (14,29%)
cada uno, resultando resistentes a ATM y MEM respectivamente pudiendo estar
implicada una BLEE, el fenotipo IV con 4 (11,43%) aislados, se caracterizo
por ser resistente a ATM, MEM y TZP, se puede inferir que el mecanismo

involucrado es un sistema de eflujo o BLEE.

El fenotipo V con 3 (8,57%) aislados fue el que presentd mayor
determinantes de resistencia (ATM, MEM, TZP, IMP y FEP); pudiendo
converger varios mecanismos de resistencia como sistemas de flujo, produccion
de BLEE e impermeabilidad de la membrana, el fenotipo VI presenté 3 (8,57%)
aislados mostrando resistencia a ATM, TZP y IMP el mecanismo implicado en
este tipo de resistencia seria una sistema de eflujo e impermeabilidad de la
membrana (Vila y Marco 2010). El fenotipo VIl no presentd resistencia a ningun
antibidtico, infiriendo que es un fenotipo silvestre, el resto de fenotipos (VIII, IX,
X'y Xl) solo presentaron entre 2 (5,71%) y 1 (2,86%) aislado teniendo perfiles
muy parecidos, al encontrar FEP y MEM resistentes, se presume que el
mecanismo de resistencia es un sistema de bomba de eflujo Mexcd-OprJ o una
betalactamasa tipo oxa clasica que expresanun espectro de actividad hidrolitica

extendido.
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Tabla 2. Fenotipos de la susceptibilidad antimicrobiana en cepas de
Pseudomonas aeruginosa aisladas de aguas del rio Manzanares. Cumana,
estado Sucre. Febrero-junio 2008.

Fenotipo N Resistente Sensible
I 6 MEM CAZ, TZP, IMP, PIP, FEP, ATM
Il 5 ATM CAZ, TZP, IMP, PIP, FEP, MEM
1] 5 ATM, MEM CAZ, TZP, IMP, PIP, FEP
v 4 ATM, TZP, MEM CAZ, IMP, PIP, FEP
Vv 3 ATM, MEM, TZP, CAZ, PIP
IMP, FEP
VI 3 ATM ,TZP, IMP CAZ, MEM, PIP, FEP
VI 2 CAZ, TZP, IMP, MEM, PIP,
FEP, ATM
VIII 2 TZP, MEM CAZ, TZP, IMP, PIP, ATM
IX 2 ATM, MEM, IMP CAZ, PIP, FEP, TZP
X 2 ATM, TZP, FEP CAZ, PIP, MEM, IMP
XI 1 TZP, MEM, FEP CAZ, PIP, ATM, IMP

En los aislamientos de P. aeruginosa provenientes del sedimento (tabla
3), se diferenciaron 4 fenotipos, los cuales se designaron con numeros
romanos (I hasta VI), el fenotipo | se observé 4 (33,33%) aislados, solo
resistentes a ATM, el posible mecanismo de resistencia involucrado es una
BLEE , el fenotipo Il con 4 (33,33,00%) aislados no presentd resistencia a
ningun antibidtico, infiriendo que son fenotipos silvestres., el fenotipo Ill con 2
(25,00%) aislados presento resistencia a ATM y TZP, el fenotipo IV presento 1
(8,33%) aislado fue resistente a TZP, el mecanismo responsable de la

resistencia podria ser desrepresion parcial o total AmpC (Vila y Marco, 2010).

Crespo (2002), sefala la presencia de 5 perfiles fenotipicos diferentes de

resistencia a betalactamicos en P. aeruginosa. Este refiere que P. aeruginosa
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tiene una facil adaptacién al ambiente y rapidez en adquirir resistencia
antibidtica, confluyendo en ella, muchos mecanismos de resistencia. No
obstante, se pueden diferenciar algunos perfiles determinando su posible origen

genético.

Tabla 3. Fenotipos de la susceptibilidad antimicrobiana en cepas Pseudomonas
aeruginosa aisladas de sedimentos del rio Manzanares. Cumana, estado Sucre.
Febrero-junio 2008.

Fenotipo N Resistente Sensible
I 4 ATM PIP, FEP, MEM, IMP, TZP, CAZ
Il 4 PIP, FEP CAZ, MEM, IMP, TZP, ATM
Il 3 ATM, TZP CAZ, FEP, IMP, MEM, PIP
v 1 TZP PIP, FEP, IMP, MEM, ATM, CAZ

Los mecanismos de resistencia naturales presentes en este
microorganismo, determinan que su fenotipo silvestre sea sensible sélo a las
carboxipenicilinas, CAZ, FEP y carbapenemas. Sin embargo, presenta una
resistencia adquirida causante de la mayoria de las fallas terapéuticas (Crespo,
2002).

Todos los fenotipos encontrados en los aislados de S. maltophilia son
silvestres, debido a la resistencia natural a los betalactamicos , sin embargo en
la tabla 4, se puede observar cepas con sensilidad inusual a ciertos
antimicrobianos. Las cepas presentaron 6 fenotipos de resistencia (tabla 4),
representados con letras del alfabeto (A hasta F), siendo el mas frecuente el
fenotipo A con 5 (41,67%) aislados y B con 2 (16,67%) aislados presentando un
perfil de resistencia tipico de la bacteria, el fenotipo C con 2 (16,67%) aislados,
presenta cierto grado de sensibilidad algo que no es comun en esta bacteria,
por lo tanto se puede decir que este es un perfil silvestre, el fenotipo Dy E
con 1 (8,33%) aislado cada uno se observa claramente el perfil de resistencia

tipico en esta bacteria, mientras el fenotipo F con un aislado (8,33%) al igual
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que el fenotipo C presenta sensibilidad a varios antibiéticos lo que infiere que

sea un fenotipo silvestre.

Tabla 4. Fenotipos de la susceptibilidad antimicrobiana en cepas
Stenotrophomonas maltophilia aisladas de aguas del rio Manzanares. Cumana,
estado Sucre. Febrero - junio 2008.

Fenotipo N Resistente Sensible
A 5 ATM, CAZ, FEP, TZP, IPM, MEM PIP
B 2 ATM, FEP, TZP, IPM, MEM PIP, CAZ
C 2 ATM, IPM CAZ, FEP, TZP,
MEM, PIP
D 1 ATM, CAZ, TZP, IPM, MEM PIP, FEP
1 ATM, CAZ, FEP, IPM, MEM PIP, TZP
F 1 ATM, MEM, IMP PIP, FEP, CAZ,
TZP

A pesar de que las bacterias estudiadas son aisladas del ambiente, la
mayoria de ellas presentaron resistencia natural a los antibidticos, pocas cepas
presentaron resistencia adquirida, que puede ser debida, a causa de la calidad
del agua, ya que la misma ha tenido un deterioro gradual y sostenido los ultimos
afos, la poblacién existente alrededores del rio y las empresas que se han
establecido cerca del mismo, todos estos factores pueden conllevar a la
contaminacién del rio, llevando a que el ambiente se convierta en un ambiente
hostil para las bacterias que convivan ahi, solo sobreviviendo adquiriendo

resistencia.

El ambiente juega un papel importante en la presion selectiva, llevando a
que bacterias sensibles sean desplazadas por otras, con diversos grados de
resistencia. Los ambientes naturales se deberian monitorear y vigilar de
manera periodica, ya que juegan un rol subestimado en la transmision de la

resistencia.
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CONCLUSIONES

La estaciéon del mercado (E3) fue donde se encontraron mayor numeros

de bacterias, siendo aislada en mayor frecuencia P. aeruginosa.

Las cepas de P. aeruginosa presentaron resistencia adquirida a MEM,
ATMy TZP (> 40,00%)

S. maltophilia presento un fenotipo de resistencia natural de su especie.
P. aeruginosa presentd betalactamasa tipo AmpC basal en todos los
aislados de sedimento y en un 60,00% en aislados de agua. En estas cepas no

se observo la presencia de BLEE

S. maltophilia presento betalactamasa de espectro extendido vy

metabetalactamasa en menor proporcién, algo natural de las especies.
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RECOMENDACIONES

Implementar redes de vigilancia sanitaria sobre el rio Manzanares a fin de

monitorear y controlar su condicién bacteriologica.
Hacer camparfas sobre el uso racional de los antibidticos, solo utilizarlos
en caso justificado, en especial en pacientes que se encuentren en la unidad de

cuidados intensivos.

Realizar concentracion minima inhibitoria (CMI) a las cepas S. maltophilia

aisladas, para tener mayor informacién sobre su resistencia ante ceftazidima..

Investigar los genes de resistencia responsables de la produccion de

BLEE mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
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APENDICES

CAz

Apéndice 1. Deteccidon fenotipica de betalactamasas tipo AmpC en
aislados de Pseudomonas aeruginosa. CAZ: ceftazidima, IMP: imipenem.
MER

IMP EDTA

Apéndice 2. Deteccion fenotipica de betalactamasas tipo MTBL en

aislados de Stenotrophomonas maltophilia. IMP: Imipinem, MER: meropenem y
EDTA.

AMC FEP

CAZ TZP

Apéndice 3. Deteccion fenotipica de betalactamasas tipo BLEE en

aislados de Stenotrophomonas maltophilia. AMC: Amoxicilina/acido clavulanico,
CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima y TZP: piperacilina/tazobactam.
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