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RESUMEN

Se evalu¢ la susceptibilidad antimicrobiana en Pseudomonas spp. aisladas en suelos de localidades agricolas
del estado Sucre, Venezuela. Se analizaron muestras de suelos bajo siete tipos de cultivo (naranja, yuca, lechosa,
limén, platano, cambur, pifia y ciruela), en el periodo junio-agosto de 2006. Se determind el pH, humedad, textura
y conductividad eléctrica de cada muestra; para determinar el recuento de bacterias aerobias totales se aplico el
método de diluciones seriadas. La susceptibilidad antimicrobiana in vitro y la produccion de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), se determinaron por el método de difusion en disco y sinergismo de doble disco. Los
suelos bajo cultivo fueron neutros y alcalinos. Las muestras de suelo de lechosa y limon mostraron los recuentos
mas elevados con 6,8x10° y 8x10'° UFC.g". No hubo asociacion entre el contaje bacteriano y pH. Las especies
identificadas fueron P. aeruginosa (40%), P. putida (36%) y P. mendocina (24%). Pseudomonas spp. mostro
100% de sensibilidad a amikacina, meropenem, imipenem, ciprofloxacina, cefepima, piperacilina-tazobactam
y ceftazidima, resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol, aztreonam, ceftriazona, cefoxitina y cefotaxima, y
ausencia de BLEE. Los aislados ambientales caracterizados como Pseudomonas spp. presentaron sensibilidad a la
mayoria de los antimicrobianos ensayados, probablemente debido al poco uso de antibidticos en el mantenimiento
de los cultivos agricolas en la region.

PALABRAS CLAVE: Pseudomonas spp., susceptibilidad antimicrobiana, suelos alcalinos.
ABSTRACT

The antimicrobial susceptibility was evaluated in Pseudomonas spp. isolated from agricultural soils of the
Sucre state, Venezuela. Samples from soils supporting seven crop types (orange, cassava, papaya, lemon, banana,
pineapple and plum) were analyzed during June-August 2006. The pH, humidity, texture and electrical conductivity
of each sample were tested; in order to determine the total aerobic bacteria recount the seriate dilution method was
applied. The in vitro antimicrobial susceptibility and the extended-spectrum betalactamases (ESBLs) production
were determined by the diffusion method in disk and double disk synergism. Samples from soils were neutral and
alkaline. Samples of soils from papaya and lemon cultivars showed the highest total recounts of aerobic bacteria,
with 6,8x10" and 8x10' UFC.g", respectively There was no association between bacterial count and pH. The
identified species were P. aeruginosa (40%), P. putida (36%) and P. mendocina (24%). The 82% of the samples
was within alkalinity pH range. Pseudomonas spp. showed 100% sensibility to amikacin, meropenem, imipenem,
ciprofloxacin, cefepime, piperacillin-tazobactam and ceftazidime; resistance to trimethoprim-sulfamethoxazole,
aztreonam, ceftriaxone, cefoxitin and cefotaxime; and this bacteria population did not present ESBLs. The
environment isolates characterized as Pseudomonas spp. showed sensibility to most of the assayed antimicrobial
agents, probably due to the little use of antibiotics in the agricultural cultivation maintenance in the region.

KEY worps: Pseudomonas spp., antimicrobial susceptibility, alkaline soils.

INTRODUCCION

Los habitat naturales de los microorganismos son
extremadamente diversos, los suelos representan uno
de ellos, por ser un ambiente ideal para el desarrollo
microbiano (Madigan et al. 1999). De la diversidad
bacteriana en los distintos ambientes, s6lo entre 0,1 y
10% de las bacterias son cultivables, esto se atribuye
al desconocimiento de requerimientos nutricionales
y condiciones fisicoquimicas necesarias para su
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desarrollo (Rondon ef al. 1999, Torsvik y Ovreas 2002).
Los géneros bacterianos frecuentemente aislados de
suelos son Burkholderia, Pseudomonas, Enterobacter,
Bacillus, Erwinia y Xanthomonas (James 2000). Al
respecto, Ownley et al. (2003) y De Souza ef al. (2003)
han publicado que las bacterias del género Pseudomonas
son habitantes comunes del suelo.

Pseudomonas estd ampliamente distribuido en la
naturaleza, se encuentra en suelos, plantas, materia
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organica en descomposicion y aguas negras (Cobben et
al. 1996). La taxonomia del género Pseudomonas se ha
realizado por estudios de hibridacién de su ADN. Con
base en la secuenciacion del rRNA 16S se ha dividido
en los subgrupos acidovorans, Pseudomallei-cepacia,
Diminuta-vesicularis y fluorescente (Madigan et al.
1999).

Pseudomonas puede colonizar de manera efectiva
los organos subterraneos de las plantas y promover
su crecimiento de manera segura, por la capacidad de
disminuir la accion de fitopatogenos por la produccion
de sideroforos y antibidticos (Lemanceau 1992, Cook
1993). Cuando el crecimiento vegetal se produce en
ausencia de otros microorganismos, este se atribuye al
incremento de la disponibilidad de nutrientes minerales,
como el fosfato o el nitrégeno, debido a la produccion
de fitohormonas estimuladoras del crecimiento vegetal o
a la degradacion de precursores del etileno en la raiz por
parte de estas bacterias (Glick 1995).

Es importante estudiar este género bacteriano a
partir de su propio ecosistema; en el medio ambiente,
continuamente, circula una gran cantidad de bacterias
resistentes a los antibidticos, por el uso de los
antimicrobianos en la practica médica, veterinaria y en
la agricultura (Levy 1991, Goii-Urriza et al. 2000).

P aeruginosa posee elevada resistencia intrinseca
a multiples antibioticos, lo que conlleva a una clara
reduccion de las posibilidades terapéuticas. La escasa
permeabilidad de su membrana externa interviene en
el mecanismo de la resistencia intrinseca, sin embargo,
es probable, que el factor mas importante sea la
presencia de bombas de eflujo (Poole 2001, Hawkey y
Munday 2004), en la que destaca el complejo proteico
MexAB-OprM que expulsa antibidticos B-lactamicos,
cloranfenicol, quinolonas, macro6lidos, novobiocina,
sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprim (Livermore
2002). Pseudomonas spp. puede producir enzimas
B-lactamasas cromosomicas inducibles tipo AmpC
y plasmidicas como las [-lactamasas tipo TEM vy
OXA. La enzima PER-1, de codificacion plasmidica o
cromosdmica, es una B-lactamasa con un espectro mucho
mas amplio, que se inhibe por acido clavulanico y que
inactiva ceftazidima, cefepima, aztreonam y ticarcilina
y no confiere resistencia a piperacilina ni carbapenemas
(Ambler 1980, Vila y Marco 2002). P. aeruginosa puede
producir B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
que traen como consecuencia alta frecuencia de cepas
con caracteristicas de multirresistencia (Coque et al.
2002).
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La contaminacién del ambiente con bacterias
patogenas resistentes a los agentes antimicrobianos
constituye un riesgo real, no solo por ser fuente de
infeccion, sino de bacterias portadoras de plasmidos
de resistencia que pueden ser facilmente diseminados a
otras bacterias patdogenas de diversos origenes (Kruse y
Sorum 1994). En este orden de ideas, Junco ef al. (2006)
sefialan que la vigilancia de la resistencia bacteriana se
ha realizado, en la mayoria de los casos, con bacterias
aisladas de muestras clinicas; sin embargo, se debe
estudiar en las aisladas de muestras ambientales a fin
de conocer su posible papel como reservorio de genes
codificadores de resistencia. De modo que, este trabajo
plante6 como objetivo evaluar la susceptibilidad a los
antimicrobianos en aislados de Pseudomonas spp.
procedentes de muestras de suelos de localidades
agricolas del estado Sucre, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

El muestreo de suelos se realizo en tres localidades
del estado Sucre, El Tacal, Los Hipures y San Juan. Se
seleccionaron once suelos con cultivos que incluyeron
dos de naranjo, yuca y limoén, y uno de lechosa, platano,
cambur, pifia y ciruela, en el periodo junio-agosto 2006.
Durante el proceso de recoleccion, se evito la seleccion
de suelos cercanos a lugares contaminados, areas recién
fertilizadas, cerca de acequias, casas, canales, lugares de
almacén de productos quimicos o materiales organicos,
y sitios donde hubo quemas recientes (Wollum 1994).
Se recorri6 el terreno y se delimito el sitio seleccionado
tomando en cuenta caracteristicas homogéneas en toda
su extension. Se tomaron cinco muestras de suelos en
cada cultivo, haciendo un recorrido sobre el terreno en
forma diagonal, tomando de 100 a 200 g de muestra cada
20 6 30 pasos, introduciendo una pala a una profundidad
aproximada de 30 cm (Miller ef al. 2002). Todas las
muestras se mezclaron y de la muestra compuesta, se
transfirieron entre 100 y 200 g a una bolsa plastica con
cierre hermético, se procedio a identificarla y se llevaron
al laboratorio para su analisis.

Analisis fisicoquimico de los suelos

El pH fue determinado preparando una porcion de
suelo en H,O destilada estéril (1:2,5) (Gilabert de Brito
et al. 1990). La humedad se realizé por diferencia de
peso obtenido después de secar 10 gramos de cada una
de las muestras a una temperatura de 105°C durante
5 dias, la textura de los suelos se estimo tomando en
cuenta la clase textural descrita por Bouyoucos (1962)
y la conductividad eléctrica se midié utilizando una
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relacion 1:5 suelo-agua usando un conductimetro 441
marca Corning, obteniendo resultados en dS.m™ a 25°C.

Recuento total de bacterias aerobias

Para el cultivo microbiolégico, se colocd 1 g de
suelo en 10 mL de buffer estéril de sulfato de magnesio
(0,1 mol/L MgSO,) y se mezcl6 en rotador automatico
por 10 minutos para separar las bacterias adheridas a
las particulas de suelo (Hagedorn et al. 1987; Miller
et al. 2002). A partir de la muestra pre-tratada, se
realizaron diluciones seriadas en caldo Luria Bertani
(LB), desde 10" hasta 107; posteriormente, se colocd
1 mL de cada dilucién en una placa de Petri estéril y se
agreg6 agar LB fundido con 50 pg/mL de nistatina (para
inhibir hongos), iniciando el proceso con la dilucion
10, incubando las placas en atmoésfera de aerobiosis
y temperatura ambiente, durante 24 a 48 horas.
Posteriormente, se procedi6 a determinar el numero de
Unidades Formadoras de Colonias por gramo de suelo
(UFC.g") para el recuento total de bacterias aerobias
(Hagedorn et al. 1987).

Identificacion bacteriana

El crecimiento bacteriano se valoré en el cultivo
primario. Se aislaron las colonias de interés para obtener
un cultivo bacteriano puro, utilizando agar tripticasa de
soya (Himedia), Mac Conkey (Himedia) y Cetrimide
(Himedia), para asi continuar con el analisis (Miller
et al. 2002). Se aplico la coloracion de Gram (Hucker
y Conn 1923) y se identificaron las bacterias del
género Pseudomonas, empleando pruebas bioquimicas
convencionales (Koneman et al. 1999, Forbes et al.
2004).

Prueba de sensibilidad a los antibacterianos

Se realiz6 segiin el método de difusion en disco
(Bauer et al. 1966) y lineamientos del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2008) para P.
aeruginosa. Se emplearon los discos de antibioticos
(Oxoid, Inglaterra): amikacina (30 pg), imipenem (10
ug), ciprofloxacina (5 pug), meropenem (10 pg), cefepima
(30 ng), trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75 pg),
piperacilina-tazobactam (100/10 pg), aztreonam (30
ng), ceftriazona (30 pg), cefoxitina (30 pg), cefotaxima
(30 pg) y ceftazidima (30 pg). Los aislados ensayados
fueron clasificados en categorias de sensible, intermedio
y resistente segun los criterios del CLSI (2008). La
deteccion de la produccion de BLEE, se realizd por
la técnica de sinergismo de doble disco, utilizando
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piperacilina-tazobactam, ceftazidima, ceftriazona,
cefotaxima y aztreonam, a una distancia de 20 mm entre
los discos (Jarlier ef al. 1988).

Controles empleados

Se emplearon las cepas certificadas Escherichia
coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 como controles de las pruebas bioquimicas y de
susceptibilidad (Pagani ef al. 2004).

Analisis estadistico

Se aplico un analisis de multiples variables para
correlacionar tipo de suelos bajo cultivo, especies de
Pseudomonas identificadas, pH de los suelos y contaje
de bacterias aerobias totales, a un nivel de confiabilidad
de 95% (Sokal y Rohlf 1979).

RESULTADOS

La caracterizacion fisicoquimica de acuerdo a la
clase textural, categorizd los suelos como arcillosos y
arenoarcillosos con valores de pH de neutros a alcalinos
(55% se ubico dentro del rango de suelos alcalinos 'y 27%
moderadamente alcalinos), medidas de conductividad
eléctrica menores de 3 dS.m, lo cual sugiere que son
suelos ligeramente salinos y porcentajes de humedad
dentro de un rango de 0,67 a 1,78% (Tabla 1).

El estudio mostré que los cultivos de lechosa y
cambur presentaron los pH mas elevados, con valores
de 9,0 y 9,2, respectivamente. El pH mas bajo se ubico
en 7,0, especificamente, en las muestras procedentes de
los cultivos de limon. Los contajes de bacterias aerobias
totales fueron elevados con valores entre 3,9x107 y
8x10'" UFC.g'!, obteniéndose en todas las muestras
un abundante crecimiento bacteriano; los cultivos de
lechosa y limon 2 presentaron los recuentos de bacterias
aerobias totales mas elevados con 8x10'" y 6,8x10'
UFC.g', respectivamente. De acuerdo al andlisis de
multiples variables, no hubo correlacion estadisticamente
significativa (p > 0,05) entre pH y contaje de bacterias
aerobias totales (Tabla 2).

La frecuencia de las especies de Pseudomonas en
el total de muestras de suclo fue: 22 aislamientos de
P aeruginosa lo que representa 40%, seguido de P
mendocina y P. putida con 20 y 13 aislados para 36% y
24%, respectivamente.

Los resultados muestran que el 100% de los aislados
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de Pseudomonas spp. fueron sensibles a siete de los
doce antibidticos probados: amikacina, meropenem,
imipenem, ciprofloxacina, cefepima, piperacilina-
tazobactam y ceftazidima, y resistentes a trimetoprim-
sulfametoxazol, aztreonam, ceftriazona, cefoxitina y
cefotaxima (Tabla 3). En cuanto a la deteccion de la
produccion de BLEE, no hubo cepas con resultados
positivos a esta prueba.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de suelos bajo
cultivos en localidades agricolas del estado Sucre.

Suelos bajo  pHdel  Conductividad Porcentaje Clase
cultivo suelo  eléctrica (dS.m™) de textural
humedad
Limoén 1 7,0 1,15 1,30 arenoarcilloso
Limon 2 7,0 1,24 1,31 arenoarcilloso
Ciruela 7.6 1,75 0,67 arenoarcilloso
Naranjo 1 7,8 2,00 0,78 arenoarcilloso
Naranjo 2 8,0 2,50 0,72 arenoarcilloso
Yuca 1 8,5 2,65 1,78 arcilloso
Yuca 2 8,5 2,63 1,76 arcilloso
Pifia 8.6 2,80 1,20 arcilloso
Platano 8,6 2,83 0,80 arenoarcilloso
Lechosa 9,0 2,89 0,68 arenoarcilloso
Cambur 9,2 2,91 0,81 arenoarcilloso

Tabla 2. Asociacion de pH con el contaje de bacterias aerobias
totales de suelos bajo cultivos procedentes de localidades
agricolas del estado Sucre.

Suelos bajo cultivo pH del Con‘taje de bacterias zfero—
suelo bias totales (UFC.g")
Limoén 1 7,0 5,3 x10"
Limén 2 7,0 6,8 x10"
Ciruela 7,6 3,4 x10°
Naranjo 1 7,8 1,9 x10"
Naranjo 2 8,0 2,2 x10"
Yuca 1 8,5 3,9 x107
Yuca 2 8,5 4,2 x107
Pifa 8,6 5,8 x10°
Platano 8,6 4,0x10'"
Lechosa 9,0 8,0x10'"
Cambur 9,2 5,2 x107
p>0,05
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Tabla 3. Susceptibilidad antimicrobiana de Pseudomonas spp.
aislados de suelos bajo cultivos en localidades agricolas del
estado Sucre.

Antimicrobianos 2;2?&2 Y rle\ls“isctil:li:s %
Amikacina 55 100 0 0
Imipenem 55 100 0 0
Ciprofloxacina 55 100 0 0
Meropenem 55 100 0 0
Cefepime 55 100 0 0
Trimetoprim-sulfametoxazol 0 0 55 100
Piperacilina-tazobactam 55 100 0 0
Aztreonam 0 0 55 100
Ceftriaxona 0 0 55 100
Cefoxitina 0 0 55 100
Cefotaxima 0 0 55 100
Ceftazidima 55 100 0 0

DISCUSION

El estudio indico que en todas las muestras,
independientemente del tipo de cultivo, los contajes
bacterianos fueron elevados. Estudios relacionados como
los realizados por Krechel ef al. (2002) y De Souza et al.
(2003), obtuvieron, igualmente, resultados con contajes
de bacterias aerobias totales elevados, con valores que
oscilaron entre 10*-10° UFC.g! y, 5x10%-2x107 UFC.g',
respectivamente.

En el presente estudio se destaca que no hubo
asociacion entre el pH y contaje de bacterias aerobias
totales. Estos resultados difieren del estudio realizado
por Hogberg et al. (2007), quienes analizaron muestras
de suelos, indicando que la cantidad de bacterias
se incrementd a medida que aument6 el pH, estos
investigadores defienden que la composicion de la
comunidad microbiana en este tipo de ambiente depende
del pH, asi como también de la concentracion de carbono
y nitrogeno. Del mismo modo, Sarathachandra et al.
(1984), reportaron que el desarrollo de la poblacion
microbiana no depende Unicamente del pH del suelo,
sino que ademas, esta relacionado con factores como
concentracion de sales solubles, humedad, textura y
materia organica, entre otros.

P aeruginosa, P. putida y P. mendocina fueron las
especies identificadas en las muestras evaluadas; siendo
P aeruginosa la mas frecuente. Sanchez et al. (2005)
en un trabajo realizado a partir de muestras de suelo,
obtuvieron que los microorganismos mas frecuentemente
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aislados fueron Pseudomonas, Penicilliumy Rhodotorula,
concluyendo en su investigacion que éstos se encuentran
asociados a la rizosfera de Espeletia grandiflora y
Calamagrostis effusa. Por su parte, Agers y Sandvang
(2005) estudiaron la presencia de genes de resistencia a
tetraciclina e integrones clase 1 enun total de 257 aislados
bacterianos de suelo, identificados como Escherichia
coli, Enterobacter spp., Arthrobacter spp., Alcaligenes
spp., Pseudomonas spp. y Corynebacterium glutamicum.

La susceptibilidad antimicrobiana se estudié para
conocer el posible reservorio de genes de resistencia en
su ambiente natural y no con fines terapéuticos, como
normalmente se aplica en la evaluacion de especies
bacterianas aisladas de muestras clinicas. Los resultados
sugieren que las bacterias, en esta area geografica en
particular, estan exentas del contacto con poblaciones
bacterianas poseedoras de genes de resistencia para los
agentes antimicrobianos ensayados y de una presion
selectiva, ya que solo se evidencio resistencia intrinseca
en las bacterias, lo que permite explicar la alta sensibilidad
antimicrobiana presentada por las especies evaluadas.

Segin Livermore (2002), Pseudomonas presenta
resistencia intrinseca natural a cefalosporinas de primera,
segunda generacion, cefotaxima, trimetoprim-sulfametoxazol
y quinolonas de primera generacion, resistencia atribuida a
la impermeabilidad de la membrana, sistemas de bombas
de flujo activo de expulsion del antibiotico y produccion
de B-lactamasas tipo AmpC. Es conveniente sefialar que
la resistencia a carbapenemas y aminoglucosidos en P
aeruginosa es de tipo adquirida, ya que cepas salvajes de esta
bacteria presentan sensibilidad a dichas drogas; la resistencia
a las mismas puede surgir como resultado de una presion
selectiva sobre el ambiente en que se desarrolla la bacteria
(Vila y Marco 2002). En relacion a las quinolonas y
aminoglucosidos, una investigacion realizada por Ndip e?
al. (2005) obtuvieron resultados similares a los obtenidos
en este trabajo. Los investigadores estudiaron 51 aislados
de P. aeruginosa recuperados a partir de muestras clinicas
y ambientales de varias instituciones de salud, obteniendo
que 98% de los aislados fueron sensibles a ciprofloxacina
y 90% a amikacina.

Los aislados bacterianos presentaron resultados
negativos a la produccion de BLEE, probablemente,
debido a que estas bacterias en su ambiente natural no
mantuvieron contacto con cepas poseedoras de elementos
genéticos transferibles, codificadores de este tipo de
enzimas, ni sometidas a presiones antibidticas selectivas.
Autores como Jiang ef al. (2006) y Martinez et al. (2003),
citan un 45% y 38% de aislados clinicos de P. aeruginosa
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productores de BLEE, respectivamente. La diferencia
de los resultados de esta investigacion con los citados
anteriormente, pudiera atribuirse al tipo de ambiente
donde se desarrollan las bacterias. La produccion de
BLEE, representa un serio problema epidemiologico que
aumenta y se disemina rapidamente, como consecuencia
del contacto de las bacterias, en su ambiente natural, con
antibidticos de uso animal y vegetal empleados como
promotores de crecimiento en especies animales, asi
como los usados en el mantenimiento de los cultivos
agricolas. Estos eventos pudieran en cualquier momento
provocar la aparicion de bacterias productoras de BLEE,
lo que motiva su constante busqueda.

CONCLUSIONES

Los suelos bajo cultivo fueron neutros y alcalinos,
presentaron abundante contaje de bacterias aerobias
totales, y no hubo asociacion entre esta tltima con el pH.

La especie mas frecuente fue Pseudomonas
aeruginosa, seguido de P. mendocina y P. putida.

Todos los aislados fueron sensibles a amikacina,
meropenem, imipenem, ciprofloxacina, cefepima,
piperacilina-tazobactam y ceftazidima, resistentes a
trimetoprim-sulfametoxazol, aztreonam, ceftriazona,
cefoxitina y cefotaxima, y no fueron productoras de
B-lactamasas de espectro extendido.

RECOMENDACION

Para comprender la funcion de los microorganismos
del suelo, es necesario identificar y cuantificar los
miembros de las comunidades microbianas, esto
permitira, entre otras cosas, ampliar conocimientos sobre
mecanismos bioquimicos y fisiologicos desarrollados por
las especies bacterianas; asimismo, futuras aplicaciones
biotecnologicas que contribuyan a esclarecer muchas
incognitas que hoy se tienen en relacion a mecanismos
involucrados en resistencia bacteriana, éstas representan
razones para estudiar las bacterias desde su propio
ecosistema o nicho natural.
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