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RESUMEN

Con la finalidad de detectar biopeliculas y agregaciones bacterianas en bacilos Gram
negativos no fermentadores (BGNNF) presentes en sedimentos de aguas termales
pertenecientes a las aguas de Moisés, Cariaco, municipio Ribero, estado Sucre, se
realizo el presente trabajo de investigacion, en el periodo comprendido entre octubre del
afio 2009 y enero del afio 2010. La identificacion bacteriana se realizé mediante pruebas
bioquimicas convencionales; la presencia de biopelicula y agregacién bacteriana se
realizd mediante los métodos de rojo congo y agregacion salina, respectivamente. Se
realizd la prueba de susceptibilidad empleando el método de difusion en agar. De las
bacterias aisladas, 36 (51,43%) pertenecieron a la familia Enterobacteriaceae, 8
(11,43%) aislados de cocos Gram positivos y 26 (37,14%) aislados de BGNNF; entre
éstos, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas mendocina, grupo Stutzeri CDC Vb-3
fueron las bacterias mas frecuentemente aisladas, en las pozas estudiadas. EI 90,00% de
las cepas estudiadas presentaron un alto grado de hidrofobicidad, indicando su
capacidad de adhesién, necesitando bajas concentraciones de sales para precipitar. De las
26 cepas estudiadas, 21 (80,77%) resultaron ser rojo congo positivo y 5 (19,23%) fueron
rojo congo negativo. Las cepas de P. aeruginosa, S. maltophilia, A. baumannii
mostraron 100,00% de sensibilidad a los antimicrobianos empleados. Las cepas de
BGNNF resultaron ser altamente hidrofobicas, lo que les permite adherirse a superficies
y favorece la formacion de biofilm. De acuerdo a estos resultados, los BGNNF aislados
son formadores de biopeliculas lo que permite su colonizacion en diversos ambientes,
estos pueden ser considerados como microorganismos con potencial de biorremediacion
de ambientes contaminados.



INTRODUCCION

El término biopelicula (biofilm) hace referencia a una serie de microorganismos que se
encuentran agregados en un exopolimero compuesto de glicocalix (75,00%) y que se
organizan en forma de colonias adheridas a diferentes superficies, ya sean blandas,
animadas e inanimadas. El exopolimero que es producido por los mismos
microorganismos, forma una matriz adherente en donde estos quedan atrapados y
comienzan a organizarse en colonias con diferentes requerimientos metabdlicos, las
unidades respectivas de los exopolisacaridos son hexa-sacaridos compuestos de cuatro
azucares diferentes en los cuales los grupos acetilo y piruvato estan siempre presentes;
muchas bacterias poseen una capa adicional de exopolisacarido, estos son
macromoléculas de carbohidratos sintetizadas por enzimas asociadas a la membrana
interna empleando sustratos citoplasmaticos, debiendo cruzar la pared bacteriana antes
de ser liberados en el medio extracelular (Costerton, 1999).

Las biopeliculas poseen multiples caracteristicas, que las convierte en complejos
dificiles de erradicar de los ambientes donde se establecen; una de estas caracteristicas
es la heterogeneidad, lo que las hace organizaciones Unicas que pueden estar
conformadas por bacterias, hongos y protozoos. Se ha visto que las bacterias son
capaces de sobrevivir en medios que presentan diferente pH, tensién de oxigeno,

concentracion de iones, carbono y nitrégeno (Vroom et al., 1999).

Las biopeliculas bacterianas empiezan a formarse cuando alguna célula individual se une
inicialmente a una superficie, la capacidad de la célula para realizar este ataque inicial
depende de factores ambientales como la temperatura, el pH y de factores genéticos que
codifican las funciones motrices, la sensibilidad ambiental, las adhesinas y otras
proteinas. La formacion de biopeliculas estd asociada con la capacidad para persistir en
diversos ambientes, lo que contribuye a la patogenicidad de diversas especies. Se ha

demostrado también que las bacterias que crecen en biopeliculas son mas resistentes a



agentes antimicrobianos que las que crecen en cultivos planctonicos debido a su

estructura fisica y a la conformacion de multicapas (Donlan y Costerton, 2002).

La hidrodindmica juega un papel importante en el desarrollo de las biopeliculas pues
estas organizaciones se desarrollan en una interface liquido-sélido donde la velocidad
del flujo que lo atraviesa influye en el desprendimiento fisico de los microorganismos.
Ademaés, poseen un sistema de canales que les permiten el transporte de nutrientes y
desechos. Otra caracteristica de las biopeliculas es su resistencia a las defensas del
hospedero y agentes antimicrobianos, mientras que los microorganismos aislados son
susceptibles a estos factores de control, las colonias organizadas e incluidas en el
exopolimero forman una capa impermeable en donde sdlo los microorganismos mas

superficiales se ven afectados (Stoodley et al., 1999; Donlan, 2002).

En los primeros trabajos sobre la estructura de las biopeliculas, una de las incognitas
que surgia con mayor reiteracion era como las bacterias del interior de éstas podian tener
acceso a los nutrientes o al oxigeno. Estudios realizados utilizando microscopia confocal
han mostrado que la arquitectura de la matriz de las biopeliculas no es sélida y presenta
canales que permiten el flujo de agua, nutrientes y oxigeno, incluso hasta las zonas méas
profundas de las biopeliculas. La existencia de estos canales es lo que permite, que
dentro de ésta, se encuentren variados ambientes en los que la concentracion de
nutrientes, pH u oxigeno es diferente. Esta circunstancia aumenta la heterogeneidad
sobre el estado fisioldgico en el que se encuentra la bacteria dentro de la biopelicula
(Davey y O’Toole, 2000; Stoodley et al., 2002).

Los bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNNF), son un grupo de
microorganismos aerobios, no esporulados que degradan los hidratos de carbono por via
oxidativa (Koneman et al., 2008). Se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza: agua, plantas, suelos humedos, mucosas y tracto digestivo de hombres y

animales (Finegold y Baron, 1992). Dentro del grupo de los BGNNF, el género



Pseudomonas es el de mayor importancia clinica y el mas frecuentemente aislado.
Algunas Pseudomonas, producen pigmentos solubles en agua, soportan una gama
muy variada de condiciones adversas, como temperaturas elevadas y cloracién

intensa, capaces de crecer entre 4 y 43°C (Pumarola et al., 1992; Rodriguez, 1997).

El metabolismo de los BGNNF puede ser respiratorio, 0 anaerobio. Presentan
una versatilidad metabdlica que se traduce en su capacidad de utilizar como fuente
de carbono, substratos muy variados que le permite colonizar nichos en los que son
escasos los nutrientes que otros microorganismos puedan utilizar. Esto confiere  una
gran importancia a las bacterias del género Pseudomonas como digestores aerobios de
materiales de desecho, lo que las ha hecho excelentes candidatas para el
tratamiento de contaminaciones ambientales producidas por la acumulacion de
metales pesados 0 compuestos xenobioticos, entre otros, con lo que se contribuye

al reciclaje bioldgico de materia organica (Hardalo y Edberg, 1997).

Los BGNNF poseen la caracteristica de ser rectos o ligeramente curvos, la mayoria
de las cepas son moviles por medio de uno o varios flagelos polares; también se
caracterizan por presentar, adhesinas de naturaleza proteica, muy hidrofobicas, las
cuales necesitan pocas concentraciones de sales para precipitar, esto quiere decir
que a mayor cantidad de proteinas mayor sera su hidrofobicidad. Esta propiedad
permite medir el grado de adhesion de las bacterias a diferentes superficies, siendo la

adhesion la etapa inicial en la formacion de las biopeliculas (Koneman et al., 2008).

La capacidad de formar biopeliculas no parece restringirse a ningun grupo especifico de
microorganismos Yy, en la actualidad, se considera que bajo condiciones ambientales
adecuadas la inmensa mayoria de las bacterias, independientemente de la especie,
pueden existir dentro de biopeliculas (Anderl et al., 2000; Chole y Faddis, 2003; Post et
al., 2004; Thomas y Nakaishi, 2006).



Entre las bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas capaces de formar
biopeliculas se encuentran: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Escherichia coli, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, Enterococcus sp,
Streptococcus mutans. Cabe destacar que en bacterias Gram negativas se ha visto que los
flajelos, las fimbrias de tipo I, IV son importantes para la etapa de adherencia primaria; y
la movilidad parece que ayuda a la bacteria a alcanzar la superficie y contrarrestar a las
repulsiones hidrofébicas (Mandell et al., 2000; Koneman et al., 2008; O' Toole et al.,
2000).

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa comun en el ambiente, incluyendo
suelo, agua y plantas; los flagelos, pili tipo IV y la matriz exopolisacarida han
sido implicados en la formacion de biopeliculas por parte de P. aeruginosa. Esta
bacteria utiliza un mecanismo de sefializacion extracelular Ilamado quérum-—
sensing (QS) para coordinar la formacién y desarrollo de biopeliculas. Ademas, el
QS regula la produccion de factores de virulencia como la elastasa y la respuesta
al estrés oxidativo (Bodey et al., 1983; Pearson et al., 1997; Davies et al., 1998;
Hassett et al., 1999).

Los exopolisacaridos son fundamentales para diversos procesos, tales como la
viabilidad celular, la comunicacion célula-célula, la interaccion bacteria-célula. Estas
macromoléculas de carbohidratos son sintetizadas por enzimas asociadas a la membrana
interna empleando sustratos citoplasmaticos, debiendo cruzar la pared bacteriana
antes de ser liberadas en el medio extracelular. Asi, en la bacteria Gram
negativa la cadena en crecimiento debe atravesar el espacio periplasmico
incluyendo lared de la cubierta de péptidoglicanos, junto con la membrana
externa (Hostaka et al., 2002).

Estudios ecologicos sobre la microbiota de manantiales termales han cambiado

nuestra vision de la biodiversidad microbiana y de su composicion, estructura y



funcién. En los ultimos afios se han descrito varios tipos de comunidades
microbianas en diferentes manantiales calientes (Ward et al., 1998) y se han
aislado un gran numero de nuevas bacterias termofilas (Stetter, 1996).

Los rios, arroyos, lagunas, manantiales y otras fuentes de aguas, pueden contaminarse
con descargas de drenajes de grandes ciudades, por actividades agropecuarias
industriales y descargas de tdxicos, esto favorece la colonizacién por microorganismos
patdgenos u oportunistas. La introduccion de agentes causales de enfermedades a las
aguas, en ocasiones, puede deberse a una inadecuada utilizacion de éstas por parte del
ser humano, lo que ocasiona serios problemas al medio ambiente y la manifestacion de
enfermedades infecciosas en el individuo por microorganismos patégenos (Romero y
Salas, 1993).

Siendo el agua un recurso imprescindible para la vida y el desarrollo socioeconémico,
industrial y agricola, la contaminacién de la misma, plantea un problema de salud
publica. Al respecto, el grupo de expertos sobre aspectos cientificos de contaminacion
marina (GESAMP) han advertido sobre la necesidad imperativa y urgente de crear
programas de monitoreo continuos de los ecosistemas acuaticos, especialmente rios y
aguas costeras, para obtener informacion que permita disefiar planes de control,

ordenacién, manejo y uso de los cuerpos de agua (Ress, 1993; Taylor, 1993).

Las aguas minerales de balnearios termales presentan una gran diversidad de
microorganismos autoctonos caracteristicos de cada tipo de agua y dependen de sus
propiedades fisicoquimicas (temperatura, pH, composicion), predominando en estos
ambientes las bacterias heterotrofas oligotroficas de los géneros: Pseudomonas, Bacillus,
Micrococcus, Staphylococcus, Enterobacter, Acinetobacter y Arthrobacter. En menor
namero se encuentran microorganismos autétrofos (quimiolitotrofos y fototrofos),
también puede haber en ellas microorganismos al6ctonos, procedentes de otros habitat,
considerados contaminantes, que coexisten con los anteriores, pero es rara la presencia

de indicadores fecales y bacterias patogenas. En los manantiales hipertermales



predominan las bacterias Gram positivas mientras que en los mesotermales son los

bacilos Gram negativos y los cocos Gram positivos (Romero y Salas, 1993).

Las biopeliculas representan una estrategia de supervivencia, pues proporciona una
proteccion contra las defensas y mecanismos de erradicacion microbiana. La
importancia de las biopeliculas se comenzo a estudiar desde mediados de la década de
1970, cuando se hablaba de los efectos en los diversos ambientes naturales de estas
organizaciones. Después de este periodo se inicio el desarrollo de técnicas microscopicas
mas avanzadas que permitieron entender la ultra estructura y dindmica de estas
asociaciones, se pudo constatar este hecho y se comenzaron a involucrar en mdltiples y
distintos eventos que tienen impacto sobre el bienestar del hombre y su entorno
(McCarthy, 2001).

El estado Sucre comprende toda una riqueza natural, histérica y cultural que lo hace ser
destino turistico demandado a nivel nacional e internacional, donde en un territorio de
11.800 kilémetros cuadrados cohabitan tres parques nacionales y mas de 60
monumentos naturales entre éstos se encuentran las Aguas de Moisés, ubicadas en el
sector Rio Azul, asentamiento campesino Pantofio, Municipio Ribero, via
Cariaco/Casanay. En este municipio se encuentran diferentes centros turisticos tipo
balnearios tales como Poza Azul, Cristal, Paraiso, entre otros, los cuales se han instalado
dada las condiciones fisico naturales que tiene la zona; entre ellas se identifican las
afluentes de aguas termales. Estas aguas provienen de capas subterraneas que se
encuentran a mayor temperatura, las cuales son ricas en diferentes componentes
minerales y permiten su utilizacion en la terapéutica como bafios, irrigaciones y
calefaccion, asi como también para fines médicos, como terapias rehabilitantes, ademas

de usarse con fines recreativos para muchos bafiistas (Fernandez, 2008).

Hoy en dia, el estudio de las biopeliculas se hace cada vez més extenso y complejo en
cada una de las areas donde se trabaja, por eso es necesario demostrar a través de



estudios bacteriologicos la presencia de bacterias del género Pseudomonas, que
conforman las biopeliculas que alli se desarrollan, las cuales son excelentes candidatas
para el tratamiento de contaminaciones ambientales y que a futuro pueden emplearse
con fines biotecnoldgicos con el proposito de erradicar patégenos presentes en estos

ambientes, asi mismo contribuyendo al reciclaje biologico de materia organica.



METODOLOGIA

Poblacion o area de estudio

En el presente estudio se analizaron muestras de sedimento de cada una de las siguientes
pozas: bella vista, cascada Abrahan, isla palma sola, piscina Moisés, pertenecientes a las
Aguas de Moisés, las cuales estan ubicadas en el sector Rio Azul, asentamiento
campesino Pantofio, Municipio Ribero, via Cariaco/Casanay estado Sucre, Venezuela.,

durante el periodo comprendido entre octubre de 2009 y enero de 2010.

Recoleccién de las muestras

Se realizaron 2 muestreos de sedimento por duplicado cada uno de ellos. Las muestras se
recolectaron en tubos conicos de plastico de 50 ml. Posteriormente, se transportaron al
Laboratorio de Investigacion Bacteriolégica del Departamento de Bioanalisis, a
temperatura ambiente y en aerobiosis para mantener inalterables las condiciones de vida
de los microorganismos existentes. En el proceso de muestreo se llevd un registro de la

temperatura y pH usando un termémetro y un pHmetro, respectivamente.

Dilucion y siembra de la muestra

Se pesé 1 g de sedimento para ser diluido en 10 ml de solucién salina fisioldgica y luego
se realizaron diluciones seriadas desde 10* a 10° en solucién salina fisiolégica y
posteriormente las diluciones 103,10 °, 10" y 10, fueron sembradas en placas de Petri,
a las cuales se les afiadié 15 ml de agar nutritivo. Luego, todas las placas sembradas se
incubaron a una temperatura de 37°C en aerobiosis durante 24 h y se estimo el contaje

total de microflora cultivable para esas condiciones (Mulusky, 1974).



Caracterizacién Morfoldgica de las colonias

Una vez transcurrido el periodo de incubacion se realizé la caracterizacion morfoldgica
de las colonias bacterianas en las placas de cultivo donde se podian visualizar con
claridad las colonias aisladas (diluciones 10” y 10™) y se seleccionaron en base a:
aspecto, consistencia, tamafio, forma y produccién de pigmento.

Caracterizacién microscopica de las colonias

Se procedié a realizar la caracterizacion microscopica de las colonias seleccionadas por
medio de la coloracion de Gram (Hucker y Conn 1923), observandose al microscopio
para comprobar la presencia de bacilos Gram negativos. Asi mismo, se realizaron,
subcultivos de las colonias seleccionadas en agar MacConkey, se incubaron por 24 hasta

72 h, a una temperatura de 37°C, en aerobiosis.

Identificacion bioquimica de BGNNF

Se aplicaron los procedimientos descritos por Koneman et al. (2008) y Finegold y Baron
(1992), mediante el empleo de las pruebas bioquimicas sefialadas a continuacion:

Prueba de la oxidasa

Se tomod con un palillo de madera una colonia procedente de agar nutritivo colocandose
luego sobre un trozo de papel de filtro, previamente impregnado con el reactivo
tetrametil p-fenilendiamina (reactivo incoloro en su forma reducida). Se esperéd un
tiempo de 10 segundos y al aparecer un color morado (en el lugar donde fue colocada la
colonia) se comprobé la positividad de la prueba, la ausencia de este color denota la
prueba negativa. Esta prueba es Util para diferenciar colonias sospechosas que pueden
pertenecer a la familia de enterobacterias (oxidasa negativa) y para identificar a las
sospechosas que pertenecen a otros géneros como Pseudomonas, Aeromonas, entre otros

oxidasa positiva.



Fermentacion de azUcares

Los tubos con el medio solidificado en bisel, se inocularon con una colonia aislada
proveniente de las placas con agar MacConkey, la cual fue sembrada hasta la
profundidad en el tubo, posteriormente se colocaron los tubos en una incubadora a 37°C
de 24 h hasta 96 h. Este medio fue util para la diferenciacién de enterobacterias,
tomando en cuenta la capacidad de fermentar lactosa o glucosa, asi como la produccion
de acido sulfhidrico H,SO, y gas. La interpretacion de la lectura fue de la siguiente
manera: fondo acido (amarillo) y pico alcalino (rojo): fermentacion de glucosa. Acido
todo el medio: fermentacion de glucosa y lactosa. Medio totalmente rojo: no hubo
fermentacion de azucar. Ennegrecimiento del medio siguiendo la linea de inoculacion y

en toda la capa de la superficie: produccion de &cido sulfhidrico.

Motilidad

La motilidad se determiné utilizando el agar motilidad, la cepa se inoculd por puncién.
Luego fue incubada a 37°C de 24 a 96 h. Esta técnica se utilizd para detectar la
motilidad de las especies bacterianas, ya que las bacterias se mueven a través de flagelos
cuyo numero Yy localizacion varian entre las diferentes especies. La prueba de motilidad
se interpret6 haciendo un examen macroscopico del medio para detectar una zona difusa

de crecimiento (turbidez) que se proyecta en la parte superior del agar.

Utilizacion de carbohidratos Reaccion Hugh- Leifson O/F para no fermentadores
(glucosa, maltosa, manitol y sacarosa)

Se utilizaron dos tubos para cada carbohidrato, los cuales contenian el medio
solidificado en forma de taco, y se procedi6 a inocular por puncién la colonia
sospechosa. Posteriormente, se le agregd a uno de los tubos unas gotas de parafina
liguida para crear un ambiente anaerobio y luego los tubos fueron incubados
aproximadamente a 37°C de 24 a 96 h. Esta prueba se utilizé con la finalidad de

determinar la via de utilizacion de la glucosa (via fermentativa, oxidativa o ambas) por

10



las bacterias. La produccién de acido se detectd en el medio por la aparicion de un color
amarillo. En el caso de microorganismos oxidativos o no fermentadores, este aparecio en
la superficie del tubo que no contenia la parafina, mientras que en el otro tubo no hubo

viraje de color.

Descarboxilacion de lisina e hidrdlisis de la arginina

Al caldo base Moeller se le afiadio el aminoacido correspondiente (lisina y arginina al
1% en tubos separados). Se procedio a inocular con la cepa bacteriana y posteriormente,
se le agregd una capa de parafina a cada tubo hasta que cubriera aproximadamente un
centimetro de altura, con el fin de disminuir la tensién de oxigeno; luego se incubaron a
37°C por 24 h. Esta prueba se utilizo con la finalidad de determinar la capacidad de la
bacteria para producir enzima descarboxilasa especifica capaz de atacar aminoacidos
hasta aminas que elevan el pH del medio y hacen virar el indicador purpura de

bromocresol, a parpura intenso, considerando la prueba positiva.

Hidrodlisis de urea

Las colonias sospechosas fueron inoculadas en tubos que contenian agua peptonada a las
que se les agregd 3 a 4 gotas del reactivo de urea, luego se incubaron a 37°C por 24 h.
La aparicion de un color rosado intenso indic6é un resultado positivo. Los
microorganismos que poseen la enzima ureasa hidrolizan la urea, con lo cual se libera

amonio.

A las bacterias identificadas como BGNNF se les realiz6 una suspension en caldo BHI, a
partir de la cual se realizaron las siguientes pruebas:

Prueba de la agregacion salina (PAS)

Previamente se prepararon diferentes concentraciones de sulfato de amonio (0,5; 1,0;
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1,5; 2,0 mol.I™); luego en una lamina portaobjeto, se mezclaron 25 pl de la suspension
bacteriana y 25 pl de las diferentes concentraciones de sulfato de amonio se rotaron
continuamente de forma manual durante 2 minutos. Posteriormente, se observaron en el
microscopio, reportandose como positivo la presencia de grumos o agrupaciones en la

mezcla 'y como negativo la no agregacion o grumos en la mezcla.

Determinacion de la presencia de exopolisacaridos para la formacion de

biopeliculas a través del método de rojo congo (MRC)

Una vez identificada la especie bacteriana se procedid a tomar una asada de la
suspension bacteriana y se sembro en placas de agar nutritivo con 0,025% del
indicador rojo congo, el cual permite observar una morfologia colonial caracteristica
de las cepas segun su produccién o no de expolisacaridos, las placas se incubaron a
37°C, por 18 h. (Bravo et al., 2005). Se usé como cepa control P. aeruginosa ATCC
27853 (productora de exopolisacarido). El crecimiento de las colonias blancas en el agar
rojo congo fue indicativo de un resultado positivo y el crecimiento de colonias rojas

como negativo.

Prueba de susceptibilidad a antimicrobianos

Para la realizacion de la prueba de susceptibilidad se empled el método de difusién en
agar descrito por Bauer et al. (1966), y se siguieron los lineamientos establecidos por el
Comité Nacional de Estadndares para Laboratorios Clinicos (CLSI, 2009). El
procedimiento se llevo a cabo de la siguiente manera: se inocularon de 4 a 5 colonias
aisladas del microorganismo identificado en 4,5 ml de solucidn salina fisioldgica, hasta
obtener una suspension, equivalente a una concentracién de 1,5 x 10° UFC/ml
ajustandola con un patrén 0,5 de la escala de Mac Farland. Luego, se humedecié un
hisopo de algodon estéril con la suspension bacteriana, se disemind sobre la superficie
de la placa de agar Mueller Hinton. Se dejé secar de 3 a 5 minutos y luego, se procedio a

colocar los discos de antibidticos de eleccion: ceftazimida (30 pg), gentamicina (10 pg),
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piperacilina (100 ug), imipenem (10 pg), meropenem (10 ug), ciprofloxacina (5 ug) y
tobramicina (10 pg). Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h en aerobiosis, al cabo
de este tiempo se procedio a realizar la lectura de los halos de inhibicion con una regla
milimetrada, los resultados obtenidos se compararon con los diametros de las zonas de
inhibicidn, segun las categorias establecidas por el CLSI 2009 (sensible, intermedio y
resistente), se emplearon como cepas controles E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa
ATCC 27853.

Andlisis de datos

Los datos obtenidos en el estudio, fueron representados por medio de graficos y/o tablas
(Morton et al., 1993).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio de un total de 70 bacterias positivas de muestras de
sedimentos provenientes de las diferentes pozas ubicadas el sitio turistico Aguas de
Moisés, se aislaron 36 pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, 8 de cocos
Gram positivos y 26 de BGNNF.

Reportes a nivel mundial, afirman que el aislamiento de los BGNNF, como
agentes causales de infecciones humanas, ha venido ascendiendo de manera
significativa (Morales et al., 2007). Por otro lado, la escasa disponibilidad de
métodos y herramientas en los laboratorios de diagndstico bacterioldgico de
rutina, para una acertada identificacion de dichas bacterias, han favorecido el
hecho de que se disponga de poca informacién respecto al aislamiento de estos

microorganismos, tanto a nivel hospitalario y comunitario.

En la tabla 1 se muestra la distribucion de los diferentes grupos de bacterias
aislados segin la procedencia de las pozas, donde 36 (51,43%) cepas aisladas
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, seguido de 26 (37,14%) correspondiente a
BGNNF vy, por ultimo 8 (11,43%) aislados de cocos Gram positivos. En la poza 1
se obtuvo un total de 5 cepas de BGNNF, sélo 1 cepa de cocos Gram positivos y
10 cepas del grupo de Enterobacteriaceae, en la poza 2, fueron 7 cepas de BGNNF,
2 de cocos Gram positivos y 6 del grupo Enterobacteriaceae; en la poza 3 los
aislados de BGNNF fueron 8, de cocos Gram positivos 4 cepas, y 15 del grupo
Enterobacteriaceae; en la poza 4 se obtuvo un total de 6 cepas de BGNNF, s6lo 1
cepa de cocos Gram positivos y 5 del grupo de Enterobacteriaceae,. En el caso de
BGNNF se obtuvieron en la poza 1 un total de 5 cepas (7,14%), en la poza 2 fueron 7
(10,00%), en la poza 3 con mayor cantidad de cepas aisladas un total de 8 (11,43%) v,

por ultimo en la poza 4 un total de 6 cepas (8,57%).
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Estos resultados muestran que los microorganismos con mas frecuencia de
aislamientos fueron los miembros de la familia Enterobacteriaceae, representando
el 51,43% de todos los aislamientos, mientras que los BGNNF se aislaron en el
37,14% vy los cocos Gram positivos en el 11,43%.

Tabla 1. Frecuencia de bacterias provenientes de muestras de sedimentos de cuatro pozas
de las aguas termales ubicadas en el balneario turistico “Aguas de Moisés” municipio
Ribero, estado Sucre, octubre de 2009 - enero de 2010

BGNNF COCOS. . Enterobacterias Total

Pozas Gram positivos

estudiadas NO 0% N % N % NS 9%
P1 5 7,14 1 1,43 10 14,29 16 22,86
P2 7 10,00 2 2,86 6 8,57 15 21,43
P3 8 11,43 4 571 15 21,43 27 38,57
P4 6 8,57 1 1,43 5 7,14 12 17,14
Total 26 37,14 8 11,43 36 51,43 70 100,00

Las pozas en estudio fueron designadas arbitrariamente como p1, p2, p3, p4.

Es importante resaltar que el 38,57% de los aislados pertenecieron a la poza 3,
existiendo un predominio de enterobacterias (21,43%); sin embargo, el porcentaje
de BGNNF resulté ser 11,43%. Se pudo observar que la poza nimero 3 poseia
agua donde hay poca o nula renovacion y a diferencia de las demés pozas, ésta
no presenta canales que permitan circulacion constante de agua, ademas de estar

rodeada de arboles que no permiten la entrada directa de los rayos solares.

Dentro del grupo de BGNNF se encuentran muchos géneros y especies, pero los mas
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frecuentemente aislados de muestra clinicas, son P. aeruginosa y Acinetobacter sp. El
reservorio de estos microorganismos se encuentra en el medio ambiente y en multiples
fuentes (suelo, agua, plantas, animales) y raramente forman parte de la flora
humana normal. En este caso los BGNNF se encontraban en su entorno natural.

En la tabla 2 se observa la distribucion porcentual de los BGNNF en las cuatro
pozas estudiadas en las aguas termales ubicadas en el balneario turistico “Aguas de
Moisés”, se observa una diversidad de especies bacterianas, siendo las mas
predominantes P. aeruginosa, grupo Stutzeri CDC Vb-3 y P. mendocina con un
total de 5 cepas (19,23 %) cada una, distribuidas de la siguiente manera en cada
una de las pozas: P. aeruginosa se aislo en las pozas 2 y 3 con 3 cepas (11,43%) y 2
cepas (7,69%), respectivamente; grupo  Stutzeri CDC Vb-3 distribuidas
uniformemente en cada una de las pozas: 1,2y 4conl (3,85%) cada una; P.
mendocina poza 2 con 1 (3,85%) y pozas 3y 4 con 2 (2,79%) cada una,
obteniéndose otras especies en menor frecuencia, tales como: P. pseudoalcaligenes
con un total de 4 (15,38%),en las pozas 1 y 2 se obtuvo 1 cepa (3,85%) en
cada una de ellas, en la poza 4 fueron 2 cepas (7,69%); P. stutzeri con un total
de 3 (11,53%) cepas aisladas, con 1 cepa (3,85%) en cada una las pozas 1, 3 y 4;
A. baumannii sélo se aislaron 2 (7,69%) cepas en la poza 1; S. maltophilia fue

aislada en dos pozas la2 y la 3 con una 1 (3,85%) cepa en cada una de ellas.

Las pozas estudiadas presentaron diversidad de BGNNF, los cuales no son
especificos de cada una de ellas. Sin embargo, se observa una cierta relacion
entre algunos microorganismos y las aguas con caracteristicas fisicoquimicas mas
extremas de pH y temperatura. Las pozas en estudio presentaron un pH que
oscila entre 6,5 y 8,0 y una temperatura de 33 a 35°C. Los manantiales con pH
alcalino tienen diversidad microbiana, encontrandose Pseudomonas sp, Bacillus sp,
y Exiguobacterium sp; que pueden vivir a estos pH y los de pH acido presentan
un numero de bacterias muy pequefio, principalmente bacilos Gram positivos

irregulares.
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En los manantiales hipertermales predominan las bacterias Gram positivas,
mientras que en los mesotermales son los bacilos Gram negativos y los cocos

Gram positivos (Mosso et al., 1994).

Tabla 2. Distribucion porcentual de los bacilos Gram negativos no fermentadores
(BGNNF) provenientes de muestras de sedimentos de las aguas termales ubicadas en el
balneario turistico “Aguas de Moises” municipio Ribero, estado Sucre, octubre de
2009 - enero de 2010

Especie bacteriana Poza n°1 Poza n°2  Poza n°3  Poza n° Total
N° % N° % N° % N° % N° %
P. aeruginosa - - 3 11,53 2 7,69 - - 5 19,23
Grupo Stutzeri CDC 1 3,85 1 3,85 2 17,69 1 385 5 19,23
Vb-3
P. mendocina - - 1 385 2 7,69 2 7,69 5 19,23
P. pseudoalcaligenes 1 3,85 1 385 - - 2 7,69 4 15,38
P. stutzeri 1 3,85 - - 1 3,85 1 385 3 11,53
A. baumannii 2 7,69 - - - - - - 2 7,69
S. maltophilia - - 1 385 1 3,85 - - 2 17,69
Total 5 19,24 7 26,93 8 30,77 6 23,08 26 100,00

En este caso las pozas presentaron un pH alcalino, evidenciandose asi la diversidad de
microorganismos capaces de vivir en este ambiente, encontrandose Pseudomonas sp,
Acinetobacter sp, y Stenotrophomonas sp. En cuanto a la temperatura de las pozas en
estudio fue de 34°C, considerandose mesofilas y evidenciandose la presencia de bacilos

Gram negativos y cocos Gram positivos.

El género Pseudomonas es muy ubicuo y se encuentra en ambientes
acuaticos con pocos nutrientes, considerando a las especies encontradas en
los sedimentos de estas pozas, como, P.aeruginosa, grupo Stutzeri CDC Vb-3, P.
mendocina, poblacién autoctona de manantiales meso e hipotermales. En estas

aguas con menor temperatura también es frecuente la presencia de otros
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bacilos Gram negativos como Acinetobacter sp, y Stenotrophomona sp; la
presencia de estas especies puede indicar una escasa proteccion del manantial,
aungue pueden colonizar ambientes acuaticos y encontrarse en aguas subterrdneas

no contaminadas por el hombre.

A

Figura 1: Produccion de exopolisacaridos determinados a través del método rojo congo
en cepas de P.aeruginosa provenientes de muestras de sedimentos de cuatro pozas de las
aguas termales ubicadas en el balneario turistico “Aguas de Moisés” municipio Ribero,

estado Sucre, octubre de 2009 - enero de 2010. Morfologia tipica de las colonias de P.
aeruginosa por el método del agar rojo congo. A. cepa control positivo (P. aeruginosa ATCC 27853), B.
colonias blancas (formadoras de biopeliculas), C. colonias rojas (no formadoras de biopeliculas).

El crecimiento de las colonias blancas en el agar rojo congo sugiere un
incremento en la produccion de exopolisacaridos, lo que previene la toma del
colorante debido a que es la célula bacteriana que se une al indicador y no la
matriz exopolisacarida (Chung et al., 2003).

En el caso de P. aeruginosa la prueba del agar rojo congo constituye un marcador
indirecto de la virulencia, en este caso, las cepas de mayor virulencia son
precisamente las que no son capaces de absorber el colorante ya que la capa de
exopolisacarido las recubre, esta capa es la que confiere un alto grado de
virulencia debido a que le permite crecer, tanto en tejidos vivos, como en medios
inertes (Costerton, 1999).
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La tabla 3 muestra la presencia de exopolisacaridos en los BGNNF para la
formacion de la biopelicula aplicando la técnica del rojo congo, donde se pudo
observar que de las 26 cepas estudiadas, 21 (80,77%) resultaron ser rojo congo
positivo, evidenciandose colonias incoloras, lo que indica la produccion del
exopolisacarido, el cual no se une con el colorante, y 5 (19,23%) de las cepas
fueron rojo congo negativo mostrando colonias rojas, lo que significa la ausencia

del exopolisacarido.

Las 5 (100,00%) cepas de P. aeruginosa aisladas r esultaron ser rojo congo
positivo al igual que las 4 (100,00%) cepas de P. mendocina, 4 (100,00%) cepas
de P. pseudoalcaligenes, 2 (100,00%) cepas A. baumanni y 2 (100,00%) cepas S.
maltophilia; es importante resaltar que de las cepas del grupo Stuzeri CDC Vb-3
aisladas se presentaron 3 (60,00%) rojo congo positivo y 2 (40,00%) r ojo congo
negativo y las cepas aisladas P. stuzeri 3 (100,00%) resultaron ser rojo congo

negativo.

La determinacion de la presencia de exopolisacaridos a través de la siembra de las
cepas en estudio en agar rojo congo permite evidenciar la capacidad de la celula
de formar biopelicula. La produccion de exopolisacaridos es considerado un
importante factor de virulencia en las especies bacterianas, debido a que éstas
tienen la capacidad de producir esta matriz que es la que interactda con el medio
externo (Callico et al., 2003).

La gran mayoria de los microorganismos se desarrollan formando biopeliculas,
pues en la naturaleza la vida microbiana esta estructurada como una asociacion
en lugar de células planctonicas u organismos flotando libremente. En este
estudio se pudo observar que el 80,77% resultaron ser rojo congo positivo, lo que
indica la produccion de la matriz de exopolisacaridos para la formacién de

biopeliculas que confieren a las cepas proteccion, viabilidad celular y lacomunicacién
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célula-célula, ademas de ser un factor de virulencia.

Tabla 3. Comportamiento de los bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNNF)
frente a la técnica del rojo congo para la deteccion de la formacion de biopeliculas, en
cuatro pozas de las aguas termales ubicadas en el balneario turistico “Aguas de Moisés”
municipio Ribero, estado Sucre, octubre de 2009 - enero de 2010

Microorganismo Cultivo en Poza 1 Poza 2 Poza 3 Poza 4 Total
rojo N° 9% N 9% N° % N° % N° %
congo
P. aeruginosa (+) - 3 600 2 40,0 - 5 100,0
) - - - - :
Grupo Stutzeri CDC (+) - 1 200 1 200 1 200 3 600
Vb-3 ) 1 200 - 1 200 - 2 40,0
P. mendocina (+) - 1 20,0 2 40,0 2 400 5 100,0
) - - : - :
P. pseudoalcaligenes (+) 1 250 1 250 - 2 50,0 4 100,0
) - - : : :
P. stutzeri (+) - - - - -
) 1 333 - 1 333 1 333 3 100,0
A. baumannii (+) 2 100,0 - - - 2 100,0
) - - : : :
S. maltophilia (+) - 1 50,0 1 50,0 - 2 100,0

() - - : : :

El 19,23% de las cepas no fueron capaces de formar biopeliculas, esto puede deberse a
diversos factores ambientales que afectan el proceso de formacion de estas biocapas,
como: el flujo de liguido, la temperatura, el pH y la concentracion de oxigeno (Kraigsley
et al.,, 2002). Sin embargo, existen una serie de factores genéticos, entre estos la

presencia de adhesinas que funcionan durante el apego inicial a un sustrato, en el caso de
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las cepas de P. stutzeri, estas presentan pili tipo IV que le confieren movilidad de forma
crispar (un movimiento basado en la extension bacteriana pilus / retraccidn) esto

dificulta la adherencia bacteriana a superficies (Sikorski et al., 1998).

Con relacion a la prueba de agregacion salina (SAT), resultaron positivas a esta prueba
las 26 cepas (100,00%), en 24 (92,30%) de las cepas se pudo observar la agregacién en
todas las concentraciones utilizadas (0,5-2 mol.l %), las 2 (7,60%) cepas restantes de A.

baumanni tuvieron valores intermedios (entre 1,5-2,0 mol.l ™).

Lindaht et al., 1981, utilizando el principio de la técnica de saltinh out, describieron una
técnica simple con la cual se puede medir la hidrofobicidad de la superficie celular,
basado en la precipitacion por sal. A mayor concentracion de proteinas (adhesinas, pilis,
fimbrias) se necesita menos concentracion de sal para precipitar y hay mayor grado de
hidrofobicidad. Gracias a los resultados obtenidos por estos autores se puede afirmar
que la prueba de agregacion salina (SAT) da una estimacion indirecta sobre la presencia
de adhesion en la superficie celular, siendo ésta la primera etapa de la formacién de
biopeliculas. Posterior a éstos, muchos autores han usado ésta técnica ya que es simple y

sencilla.

Se ha demostrado que cepas de Escherichia coli entero patogénicas y de Salmonella
typhi poseen alta superficie hidrofébica; caracteristica dada por la presencia de pilis y
otras adhesinas, por lo que la determinacion de esta propiedad puede dar idea del grado
de adhesidn de las bacterias (Lindhal et al., 1981; Megraud, 1986). En este trabajo méas
de 90,00 % de las cepas resultaron ser hidrofobicas, lo que concuerda con los hallazgos
obtenidos por Hostaka et al., 2002; algunos autores han sugerido que las cepas de origen
ambiental son més fimbriadas que las de origen fecal, por lo tanto tendran mayor
superficie hidrofébica, afianzando ese hecho los resultados obtenidos en este trabajo
(Fernandez et al., 1995).
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En la tabla 4 se observa el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de P.
aeruginosa, S. maltophilia, A. baumannii obtenidas, a través del método de Bauer et al.
(1966). Las cepas mostraron 77,77% de sensibilidad a gentamicina, tobramicina,
piperaciclina, ceftazidime, ciprofloxacina, imipenen y polimixina B. Sin embargo, se
obtuvieron 2 (22,22%) cepas de P. aeruginosa resistentes al antimicrobiano meropenen.
En el manual de CLSI los lineamientos establecidos para suceptibilidad son sélo para
bacterias provenientes de muestras clinicas y no para bacterias de muestras ambientales,
como las tratadas en este trabajo, sin embargo, fueron tomados como referencia en el

caso de P. aeruginosa, S. maltophilia y A. baumannii.

Para los antibiGticos gentamicina, tobramicina, piperaciclina, ceftazidima,
ciprofloxacina, imipenen y polimixina B, 7 (77,77%) de las cepas estudiadas resultaron

ser sensibles a éstos, mientras que para meropenen 2 (22,22%) resultaron ser resistentes.

Tabla 4. Perfil de suceptibilidad antimicrobiana de cepas de. P. aeruginosa, S.
maltophilia y A. baumannii, provenientes de los sedimentos de las margenes de las
aguas termales del balneario turistico “Aguas de Moisés” municipio Ribero, estado
Sucre, octubre de 2009 - enero de 2010

Antimicrobiano Cepas Cepas
Sensibles (%) Resistente (%)
Gentamicina 9 100,00 0,0 0,00
Tobramicina 9 100,00 0,0 0,00
Piperaciclina 9 100,00 0,0 0,00
Ceftacidima 9 100,00 0,0 0,00
Ciprofloxacina 9 100,00 0,0 0,00
Meropenen 7 71,77 2,0 22,22
Imipenen 9 100,00 0,0 0,00
Polimixina B 9 100,00 0,0 0,00

Las cepas estudiadas presentaron un alto porcentaje de sensibilidad a los
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antimicrobianos empleados, esto puede deberse a la procedencia de éstas, ya que son de

origen ambiental.

La resistencia mostrada por las cepas de P. aeruginosa, frente al meropenen,
puede deberse a la presencia de mecanismos de resistencia como el aumento de la
expulsién del antibidtico mediado por la activacion de bombas de reflujo, las cuales son
estructuras proteicas capaces de expulsar del citoplasma y periplasma bacteriano
compuestos toxicos para la bacteria, como los antibidticos; la expresion de estas bombas

puede ser permanente o intermitente (Suarez et al., 2006).
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CONCLUSIONES

Se aislaron 37,14% cepas de BGNNF en las muestras de sedimento en las margenes de
las aguas termales “Aguas de Moisées” del estado Sucre, municipio Ribero.

P. aeruginosa, P. mendocina y el grupo Stutzeri CDC Vb-3 fueron las cepas con mayor

aislamiento entre los BGNNF.

El 90,00% de las cepas presentaron un alto grado de hidrofobicidad a través de la prueba

de agregacion salina, indicando esto la presencia de adhesion en la superficie celular.

80,77% de las cepas en estudio resultaron positivas a la prueba del rojo congo, lo que

indica la produccién de exopolisacaridos.

Las cepas de P. aeruginosa 3 (42,85%), A. baumanii 2 (28,57%) y S. maltophilia 2
(28,57%) mostraron un alto porcentaje de sensibilidad a los antimicrobianos probados,
excepto dos (2) aislados de P. aeruginosa, las cuales presentaron resistencia a

meropenen.
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RECOMENDACIONES

Evaluar estrategias para aplicar las medidas necesarias, que permitan combatir la

contaminacion y eliminar la proliferacion de bacterias que causan dafios al ser humano.

Determinar factores de virulencia en las cepas productoras de exopolisacaridos, con el
propdsito de definir su empleo en biorremediacion asi como para evaluar el riesgo a la

salud.
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