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RESUMEN

Con el proposito de detectar la presencia de factores de virulencia en aislados de
Pseudomonas sp. productoras de biopeliculas, provenientes de aguas y sedimentos del
balneario turistico Aguas de Moisés, se llevd a cabo el presente trabajo, en el periodo
comprendido entre octubre del afio 2009 - enero del 2010. La identificacion de las cepas
se llevo a cabo mediante pruebas bioquimicas convencionales, empleadas para bacilos
Gram negativos no fermentadores. La produccion de exopolisacarido (alginato), se
realizd a través del método rojo congo y la produccion de biopeliculas, por el método de
dilucion en microplacas; la deteccion de enzimas extracelulares (ADNasa, hemolisina y
gelatinasa) se determinaron por el método de estrias por agotamiento en la superficie de
cada uno de los medios especificos: agar ADNasa, agar sangre y agar gelatina,
respectivamente. La prueba de susceptibilidad antimicrobiana fue evaluada mediante el
método de difusion en agar, siguiendo los lineamientos establecidos por el CLSI (2011).
En 19 (90,48%) de las 21 cepas aisladas, se detectd la presencia de exopolisacarido,
mientras que, 2 (9,52%) cepas de Pseudomonas stutzeri, resultaron ser rojo congo
negativo (no presentaron exopolisacarido). Por el método de dilucidon en microplacas,
todas las cepas de Pseudomonas sp. fueron productoras débiles de biopeliculas. Las
cepas de Pseudomonas aeruginosa, fueron las especies que presentaron mayor
positividad a los factores de virulencia estudiados, seguido de Pseudomonas stutzeri. De
las cepas de Pseudomonas aeruginosa estudiadas, 7 (57,14%) presentaron sensibilidad a
los antimicrobianos utilizados, mientras que 3 (42,86%) de ellas, mostraron resistencia
al meropenem. De acuerdo a estos resultados, todas las cepas, tanto sensibles como
resistentes al antibidtico empleado, son productoras de biopeliculas, lo que permite su
colonizacioén en diversos ambientes. Se han descrito numerosos factores de virulencia
asociados a las especies del género Pseudomonas, siendo la enzima hemolisina el factor
que mas prevalece en las cepas estudiadas.



INTRODUCCION

Los bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNNF) son un grupo de
microorganismos aerobios, no esporulados, que o bien no utilizan hidratos de carbono
como fuente de energia o los degradan a través de la via oxidativa y no fermentativa
(Koneman et al., 2008). Estos microorganismos son ubicuos y se encuentran en todos
los héabitats terrestres, son los mas abundantes del planeta, crecen en el suelo,
manantiales calientes, en las profundidades del mar y en la corteza terrestre; su
infectividad a nivel clinico y hospitalario se debe a un estado de alteracion o
debilitamiento del hospedero, causado por el uso indiscriminado de medicamentos o
debido a prolongados procedimientos quirurgicos (Fredrickson y Zachara, 2004).

En la actualidad, los BGNNF se encuentran agrupados en diferentes familias:
Pseudomonadaceae, Rhizobiacaceae, Xanthomonadaceae, Oligellacea, Alcaligenaceae,
Oxalobacteriaceae, Burkholdeariaceae, Cytophagaceae, Brucellacea, Moraxellaceae,
Methylabacteriaceae, Caulobactereceae, Comamonadaceae, Shewanellacea, siendo los
géneros de mayor importancia clinica Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.,
Stenotrophomonas maltophilia y Burkholderia cepacia (Balows et al., 2007).

Los bacilos en Pseudomonas sp. son rectos o ligeramente curvos, aerobios estrictos; la
mayoria de las cepas son moviles, por medio de uno o varios flagelos polares;
usualmente, oxidasa positiva, utilizan la glucosa y otros hidratos de carbono
oxidativamente. Algunas Pseudomonas producen pigmentos solubles en agua, soportan
una gama muy variada de condiciones adversas, como temperaturas elevadas y son
capaces de crecer entre 4 y 42°C (Koneman et al., 2008).

La virulencia de Pseudomonas aeruginosa es multifactorial y es el producto de la
interaccion de muchas variables que involucran tanto a la bacteria como al hospedador.
De igual forma, produce un elevado numero de toxinas y tiene en su superficie diversos
componentes que lo hacen especialmente virulento, comparado con otros
microorganismos. La patogenicidad o virulencia de esta bacteria se ha asociado con
numerosos factores, algunos son parte estructural de la célula y otros son sintetizados
por ella y excretados al tejido circundante donde se desarrolla la infeccion, los cuales
utilizan los microorganismos para dafar al hospedero. Entre los factores de virulencia se
encuentran: aquellos que dafian al hospedero (exotoxinas, enzimas hidroliticas, y
endotoxinas) y productos bacterianos que desencadenan una respuesta autoinmune
(Shaver y Hauser, 2004).

Los factores de virulencia, de un organismo, son moléculas producidas por un patdégeno
que influyen especificamente en las funciones del hospedero, para permitir al patdgeno
crecer (Gandon, 2002). Para que un microorganismo patdégeno logre producir
enfermedad en un individuo, aparte de las caracteristicas del hospedero, que favorezcan
o0 no la instalacién del cuadro infeccioso, la bacteria debe poseer una serie de factores de
virulencia que sean capaces de vencer las defensas del hospedero. Se ha demostrado que


http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
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estos determinantes de virulencia participan en la etapa de colonizacion y supervivencia
bacteriana, la invasion tisular y danos en los tejidos del hospedero (Salazar y Gonzalez,
2002).

Se han descrito numerosos factores de virulencia en la estructura celular de
Pseudomonas aeruginosa, entre los que se pueden mencionar: antigenos somatico O y
flagelares H, fimbrias y capsula de polisacaridos, produccion de enzimas extracelulares
(ADNasa, gelatinasa, proteasas, elastasa, lecitinasa y dos hemolisinas, fosfolipasa C
termolabil y un lipopolisacarido termoestable) (Salazar y Gonzalez, 2002; Koneman et
al., 2008).

Pseudomonas aeruginosa presenta una extraordinaria versatilidad metabolica, tanto en
ambientes naturales como intrahospitalarios, capaces de habitar un amplio rango de
nichos que dificilmente son colonizables por otros microorganismos. De igual forma, su
capacidad para explorar una amplia variedad de nutrientes, refleja un sistema de
adaptacion al medio ambiente para resistir a condiciones adversas, mostrando una alta
capacidad de reaccion a sefiales fisico-quimicos y biologicas. Estos microorganismos
son claves en el reciclado de materia organica y juegan un papel esencial en la mejora y
en el mantenimiento de la calidad del medio ambiente (Madigan y Martinko, 2005).

Las especies de Pseudomonas son capaces de secretar diferentes enzimas y exotoxinas,
dentro de las que se pueden mencionar: elastasas y proteasas que facilitan la invasion,
ayudadas por las hemolisinas (sobre todo, la fosfolipasa C), que causan una lesion de la
membrana de las células tisulares. Dentro de las proteinas que intervienen en la
infeccion por este género bacteriano se encuentran las exotoxinas A y S, que son los
factores de virulencia mas importantes, las cuales ejercen un papel inmunosupresor
sobre los linfocitos B y T humanos, mediando la fijacion bacteriana a las células del
hospedador e influyen negativamente en la biosintesis de las proteinas y causan necrosis
tisular (Takumida y Anniko, 2006).

Algunas especies del género Pseudomonas representan una amenaza para la salud del
hombre; sin embargo, pueden ser ttiles en el tratamiento de la contaminacion ambiental,
debido a las diversas aplicaciones biotecnologicas que tienen sobre los ecosistemas,
favorables en la limpieza de suelos y aguas contaminadas (Maier y Soberdn, 2000).

Por su tolerancia a una amplia variedad de condiciones fisicas, algunas especies del
género Pseudomonas se comportan como patégenos oportunistas eficaces, debido a su
gran potencial metabolico y mecanismos de virulencia. Su papel como patdgenos
responsables de infecciones comunitarias e intrahospitalarias crean un problema al
momento de la eleccion del antimicrobiano mas adecuado. Esto se debe a que posee una
elevada resistencia intrinseca a multiples antibioticos y a una extraordinaria capacidad
para adquirir nuevos mecanismos de resistencia, principalmente, debido a mutaciones
(Jorgensen y Halling, 2000).


http://es.wikipedia.org/wiki/Polisac%C3%A1rido
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La resistencia natural de las bacterias a los antimicrobianos se presenta ante una
necesidad de sobrevivir en un ambiente hostil, al perturbar el balance de los
microorganismos en el medio ambiente, ocasionando que las bacterias, tanto patdégenas
como no patdgenas, reemplacen a microorganismos sensibles; como consecuencia,
diversos microorganismos resistentes han sido aislados de aguas subterraneas, suelos y
lagunas de tratamiento, por lo que se afirma que la resistencia antibidtica esta
ampliamente diseminada en el medio ambiente (Lipsitch y Samoret, 2002).

En el medio ambiente, las bacterias no se encuentran en una forma unicelular,
planctonica o libre, como las estudiadas en el laboratorio, sino que la gran mayoria se
encuentran adheridas a las superficies inertes o vivas en forma de biopeliculas
(biofilms), afectando al medio ambiente, donde se incluye el ambiente intrahospitalario.
La virulencia de una bacteria estd también relacionada con la produccion de las
biopeliculas, la cual le confiere resistencia a los mecanismos de defensa del hospedero e
impide la penetracion efectiva de antibidticos y fagocitacion (Donlan, 2002).

El término biopelicula hace referencia a una serie de microorganismos que se encuentran
embebidos en una matriz, principalmente de naturaleza polisacérida, o agregados en un
exopolimero compuesto de glicocélix (75%) que se organizan en forma de colonias
adheridas a diferentes superficies, ya sean blandas, animadas e inanimadas y con
diferentes requerimientos metabolicos, asi mismo, forman una multitud de canales que
facilitan la difusién de nutrientes y, por donde circulan agua, enzimas, nutrientes, y
residuos. Alli las células establecen relaciones y dependencias: viven, cooperan y se
comunican a través de sefiales quimicas (quorum sensing), que regulan la expresion de
genes de manera diferente en las distintas partes de la comunidad, como un tejido en un
organismo multicelular (Branda et al., 2005).

El proceso de formacion de biopelicula esta regulado por un proceso de quorum sensing
o autoinduccion. El sistema de quorum sensing es un mecanismo utilizado por algunos
bacilos Gram negativos para comunicarse entre si los diferentes microorganismos de una
poblacion; es la manera que tienen de adaptarse al medio y de ejercer su patogenicidad
de forma coordinada. Consiste en que el microorganismo secreta una sustancia que se
denomina autoinductor y que atraviesa la membrana celular facilmente (por difusién o
por transporte activo). Cuando se alcanza una concentracion determinada (dependiente
de la poblacién que exista), esta sustancia se une a un activador transcripcional que
codifica a unos determinados genes que, en el caso de Pseudomonas aeruginosa,
regularan la produccion y excrecion de factores de virulencia del microorganismo o de
sustancias que intervienen en la formacion de biopeliculas (Iglewski y Smith, 2003).

En bacterias Gram negativas, el principal autoinductor es la acilhomoserina lactona,
mientras que, en bacterias Gram positivas el autoinductor es un péptido. Cuando en el
medio extracelular se acumula una suficiente cantidad del autoinductor, éste activa un
receptor especifico que altera la expresion de genes afectando a distintos fenotipos (Wu
et al., 2004).


http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/Nutriente
http://es.wikipedia.org/wiki/Quorum_sensing

La presencia de biopeliculas en el medio ambiente responde a la formacion de una
compleja red de células, en la que el agua es el componente mayoritario junto con la
existencia de nutrientes. La capacidad de formacién de biopeliculas no parece estar
restringida a ningun grupo especifico de microorganismos y hoy se considera que bajo
condiciones ambientales adecuadas todos los microorganismos son capaces de formar
biopeliculas (Marsh, 2005).

El agua proporciona un ambiente que favorece la diversidad microbiana, la cual depende
también de diferentes factores como la disponibilidad y concentracion de nutrientes. Las
fuentes de agua dulce constituyen una pequefia parte de toda el agua del planeta, cuya
contaminacion de aguas superficiales y/o subterrdneas por residuos domésticos e
industriales, causan problemas ambientales y favorece al desarrollo de microorganismos
patdgenos u oportunistas (Prescott et al., 2002).

La presencia en el agua de agentes patdogenos para el hombre es producto de una
inadecuada utilizacion de estas fuentes por parte del ser humano, lo que ocasiona serios
problemas al medio ambiente y a la manifestacion de enfermedades infecciosas en el
individuo (Romero y Salas, 1993).

Las fuentes de aguas termales empleadas con fines recreacionales o domésticas, pueden
ser contaminadas por la existencia de ciertas bacterias patdogenas: Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus, asi como otras bacterias oportunistas: Pseudomonas sp.,
Acinetobacter sp., Bacillus sp., Enterobacter sp., entre otras, constituyen una amenaza
grave para la salud de la poblacion (Prescott et al., 2002).

Las aguas termales o mineromedicinales emergen espontineamente del seno de la tierra
y sus caracteristicas fisicas y/o quimicas, pueden ejercer efectos terapéuticos, aliviando o
restaurando la salud de las personas; asi mismo, estas aguas naturales, bien sean
superficiales o profundas, debido a su propia mineralizaciéon y muchas veces a sus
elevadas temperaturas, no constituyen un medio adecuado para el desarrollo de los
microorganismos. Sin embargo, las aguas minerales, asi como cualquier ambiente
acuatico natural poseen una poblacion microbiana autdctona que suele ser caracteristica
de cada tipo de agua y que depende de sus propiedades fisicoquimicas (Urbani, 1991).

A nivel regional, se realizo un estudio en cepas de origen ambiental, sobre la
determinacion de la produccion de biopeliculas en Pseudomonas aeruginosa,
provenientes de muestras de sedimentos de las margenes del rio Manzanares de la
ciudad de Cumana, estado Sucre (Gonzélez, 2010), demostrando la capacidad de las
cepas bacterianas de formar biopeliculas para adaptarse y sobrevivir a un determinado
ambiente. Por otro lado, se detectaron biopeliculas y agregaciones bacterianas en bacilos
Gram negativos no fermentadores presentes en sedimentos de aguas termales, Cariaco,
municipio Ribero, estado Sucre (Rivas, 2011), demostrando que los BGNNF aislados
son formadores de biopeliculas, lo que permite su colonizacion en diversos ambientes,



éstos pueden ser considerados como microorganismos con un gran potencial de
biorremediacion de ambientes contaminados, de igual manera, estos microorganismos
presentaron una alta capacidad hidrofobica, permitiendo la adherencia de los mismos a
superficies, lo que favorece la formacion de biopeliculas.

El estado Sucre posee una riqueza natural y cultural que lo hace un destino turistico por
excelencia, a través de la historia, han existido diferentes centros turisticos tipo
balneario, tales como: Poza Azul, Poza Cristal, Poza Paraiso, El Nispero, Los Cocoteros,
entre otras. Uno de estos centros recreacionales es el balneario turistico Aguas de
Moisés, el cual comprende una extension de, aproximadamente, 180 hectareas, a orillas
de la Laguna de Buena Vista; el mismo es alimentado por los manantiales que alli
surgen, donde se observan cristalinas aguas, ricas en calcio, potasio y otros elementos.
Geograficamente, se encuentra ubicado en el sector Rio Azul, asentamiento campesino
Pantofio, Municipio Ribero (Ferndndez, 2008).

Es importante resaltar que la presencia de Pseudomonas sp., en las aguas objeto de
estudio, implica un riesgo de contaminacion para el usuario, debido a que, por su
condiciéon de patdégeno oportunista, podria ser capaz de producir infecciones en el
humano. Sin embargo, estos microorganismos pueden colonizar ambientes acuaticos y
encontrarse en aguas no contaminadas por el hombre. Por esta razon, se evalud la
presencia de bacterias productoras de biopeliculas, asi como también, se determinaron
algunos factores de virulencia de éstas cepas bacterianas, con el fin de definir su empleo
con fines biotecnologicos con el minimo de riesgos, sin que ocasione dafio al ecosistema
y a la salud de los individuos.



METODOLOGIA

Descripcion del area geografica

El presente estudio se llevo a cabo en el balneario turistico Aguas de Moisés, ubicado a
orillas de la Laguna de Buena Vista, dichas aguas termales se encuentran alimentadas
por los manantiales que alli surgen, formando variedades de fuentes naturales. Se
localiza en el sector Rio Azul, asentamiento campesino Pantofio, via Cariaco/Casanay,
estado Sucre, Venezuela (Fernandez, 2008).

Poblacion en estudio

En el periodo comprendido entre octubre de 2009 - enero de 2010, se realizaron 3
muestreos, recolectando 2 muestras de sedimentos y 2 muestras de aguas en cada una de
las siguientes pozas (piscina cascada Abraham, piscina Bella Vista Playa, piscina Isla
Palma Sola y piscina Moisés), pertenecientes al balneario turistico Aguas de Moisés.

Recoleccién de las muestras

Muestras de sedimento

Se realizaron tres (3) muestreos de sedimento por duplicado, tomadas en cuatro pozas
diferentes de las Aguas de Moisés (piscina cascada Abraham, piscina Bella Vista Playa,
piscina Isla Palma Sola y piscina Moisés). Las muestras de sedimento se obtuvieron de
las orillas de cada una de las pozas en estudio, se recolectaron, aproximadamente, 100 g,
en envases plasticos, debidamente estériles. Posteriormente, se transportaron al
Laboratorio de Investigacion Bacterioldgica del Departamento de Bioanalisis, Nucleo de
Sucre, a temperatura ambiente y en aerobiosis para mantener inalterables las condiciones
de vida de los microorganismos existentes.

Muestras de agua

La recoleccion de las muestras de agua se realizaron en cuatro pozas diferentes de las
Aguas de Moisés (piscina cascada Abraham, piscina Bella Vista Playa, piscina Isla
Palma Sola y piscina Moisés); se recolectaron, aproximadamente, 100 ml de agua, en
recipientes de vidrio, debidamente estériles, de boca ancha, de rosca y capacidad de 300
ml. El envase se sostuvo por la base y fue sumergido de la superficie del agua unos 20 a
30 cm de profundidad, una vez que fue recolectada la cantidad de agua necesaria se
procedio a cerrar el recipiente cuando atn estaba dentro del agua. Durante el proceso de
muestreo se llevo a cabo la medicion del pH y de la temperatura de las aguas de cada
uno de los sitios de recoleccion, siguiendo los lineamientos de la Comision Venezolana



de Normas Industriales (COVENIN, 2002).

Posteriormente, estas muestras de agua se transportaron al Laboratorio antes
mencionado y en iguales condiciones que las muestras de sedimento.

Dilucion de la muestra de sedimento

Se pesd 1 g de sedimento por muestra tomada, el cual se diluy6 en un tubo de ensayo
con 9 ml de Solucion Salina Fisiologica Estéril, con el fin de disolver las bacterias
presentes en las particulas de sedimentos. Posteriormente, se realizaron diluciones
seriadas desde 10" a 10 en caldo nutritivo, luego, a partir de la dilucion 107 se trasladé
1 ml de las respectivas diluciones a placas de Petri estériles, a las cuales se le anadieron
15 ml de agar nutritivo fundido, se mezclaron y se dejaron solidificando. Luego, todas
las placas fueron incubadas a temperatura adecuada, en ambiente de aerobiosis durante
24 horas y se estimd el contaje total de aerobios mesofilos, asi como la variedad de
colonias presentes en ¢l medio (Hagedorn et al., 1987).

Dilucién de la muestra de agua

Una vez obtenidas las muestras de agua, provenientes de las diferentes pozas de las
Aguas de Moisés, se les realizaron diluciones seriadas desde 107 a 10™ en agua estéril;
posteriormente, a partir de la diluciéon 10~ se trasladé 1 ml de las respectivas diluciones a
placas de Petri, a las cuales, posteriormente se les afiadieron 15 ml de agar nutritivo
fundido. Luego, todas las placas sembradas fueron incubadas a temperatura de 37°C, en
ambiente de aerobiosis, durante 24 horas, y se estimo el contaje total de aerobios
mesofilos (Mulusky, 1974).

Caracterizacion morfoldgica de las colonias

Una vez transcurrido el periodo de incubacidn, se realizo la observacion morfoldgica de
las colonias bacterianas en las placas de cultivo, donde se visualizaron todas las colonias
aisladas y las mismas fueron seleccionadas en base a: consistencia, aspecto, tamano,
forma y produccion o no de pigmento.

Aislamiento

Las colonias seleccionadas, en base a las caracteristicas del género a estudiar, fueron
cultivadas nuevamente en agar nutritivo y agar MacConkey, para la obtencion de
colonias puras; las mismas fueron incubadas desde 24 hasta 72 horas, dependiendo del
crecimiento Optimo, a una temperatura de 37°C, en ambiente de aerobiosis (Prescott et
al., 2002).

Caracterizacion microscopica de las colonias

Se procedio a realizar la caracterizacion microscépica de las colonias seleccionadas por



medio de la coloraciéon de Gram (Hucker y Conn, 1923), observandose al microscopio
para comprobar la presencia de bacilos Gram negativos.

Pruebas bioquimicas para la identificacion de Pseudomonas sp.

Las pruebas correspondientes se realizaron a partir de colonias purificadas en agar
MacConkey. Para la identificacion bioquimica de las colonias seleccionadas, se
emplearon los esquemas y procedimientos para BGNNF, descritos por Koneman et al.
(2008) y MacFaddin (2002), los cuales se sefialan a continuacion:

Prueba de la oxidasa

Las bacterias productoras de la enzima citocromo oxidasa en presencia de oxigeno
molecular, producen un compuesto de color intenso denominado azul de indofenol,
debido a la oxidacion del reactivo tetrametil p-fenilendiamina.

Para la realizacion de esta prueba, se tomo con un palillo de madera una colonia
procedente de agar nutritivo, se coloco sobre un trozo de papel de filtro, previamente
impregnado con el reactivo tetrametil p-fenilendiamina (reactivo incoloro en su forma
reducida). La ausencia de color al cabo de 5 seg, en el lugar donde se colocé la colonia,
indicd una reaccion negativa, y la presencia de color purpura indic6 que se trataba de
bacterias oxidasa positivas.

Prueba de fermentacion de azucares (glucosa y lactosa)

Este medio de cultivo diferencial, sirvid para la identificacion de bacterias Gram
negativas, en base a la capacidad que tiene un microorganismo de utilizar un hidrato de
carbono especifico incorporado en un medio de desarrollo basal, con la produccion de
gas o sin ella, junto con la determinacion de la posible produccion de sulfuro de
hidrogeno (H,S).

En tubos con el medio de cultivo agar Kligler, solidificado en bisel, se procedio a
realizar la siembra por puncién y estria de la colonia. Se dejo incubando a 37°C durante
24 a 96 horas, la falta de produccion de acido en este medio, se manifestdo por la
presencia de un color rojo (alcalino) tanto en el pico de flauta como en la profundidad
del tubo, y la presencia de un color amarillo (acidificacion) en el medio, indicé que se
trata de bacterias fermentadoras. Las cepas sugestivas de BGNNF se reconocieron por la
falta de produccion de acido, es decir, no hubo fermentacion de ninguno de los
carbohidratos.

Motilidad

Esta prueba se realizo en agar motilidad, la cual determina la capacidad movil por parte



de los microorganismos, para lo cual se procedio a inocular la colonia sospechosa en el
medio semisolido y se incubaron a 37°C, durante 24 a 96 horas.

La interpretacion de la capacidad movil por parte de los microorganismos se realizé por
medio del examen macroscopico del medio en busca de una zona difusa de crecimiento
que se ensanch6 a partir de la linea de inoculacion. Por lo tanto, la presencia de una
pequena zona de turbidez en la parte superior del medio inoculado indicéd un resultado
positivo.

Prueba de utilizacion de carbohidratos reaccion Hugh- Leifson O/F para no
fermentadores (glucosa, maltosa, manitol y sacarosa)

Esta reaccion demuestra la via de utilizacion de los carbohidratos por parte de las
bacterias, la cual puede ser oxidativa, fermentativa o ambas. La diferenciacion
fundamental entre el metabolismo oxidativo y fermentativo de un hidrato de carbono,
depende de los requerimientos de oxigeno atmosférico y de la fosforilacion inicial. En
virtud de lo anterior, esta reaccion fue utilizada para diferenciar bacterias aerobias de los
anaerobios y anaerobios facultativos. Este medio se inocul6 sembrando 2 tubos por cada
cepa para cada carbohidrato utilizado: glucosa, maltosa, manitol y xilosa, de los cuales
uno se cubrié con parafina liquida, incubandose a 37°C durante 24 a 96 horas. El
metabolismo de Pseudomonas sp., degrada los carbohidratos por la via oxidativa,
evidenciandose por el cambio de indicador de verde a amarillo en la parte superior del
tubo; mientras que, los tubos a los que se les afiadié parafina, permanecieron sin cambio
de color del indicador del medio.

Descarboxilacion de aminoacidos (lisina)

Las descarboxilasas son un grupo de enzimas sustrato especificas capaces de reaccionar
con la porcion carboxilo de los aminoacidos, formando aminas de reaccion alcalina. Las
bacterias que tienen la capacidad de producir la enzima lisina descarboxilasa, son
capaces de remover la molécula de CO, del aminoacido lisina para formar aminas
(cadaverina). El medio Moeller, fue la base que se empled para determinar la capacidad
de descarboxilacién de las bacterias, éste fue inoculado con una suspension densa de
cultivo de la bacteria sospechosa, y se cubridé con parafina liquida, se incubo a 37°C
durante 24 a 96 horas. La presencia de un color purpura en el medio indic6 que la prueba
fue positiva, debido a la liberaciéon de aminas en la reacciéon de descarboxilacion,
mientras que la presencia de un color amarillo indicé que la prueba fue negativa.

Hidrolisis de la arginina

La conversion de la arginina en citrulina es mas una reaccion de hidrodlisis que de
descarboxilacion, en el cual, un grupo amino es removido de la arginina para formar
citrulina, que luego es convertida en ornitina, la que es descarboxilada para formar
putrescina. Este medio se utiliz6 para demostrar la capacidad de las bacterias de



hidrolizar al aminoécido arginina; se inoculd el medio con un cultivo denso de la cepa de
interés. Posteriormente, fueron sellados con parafina liquida para proporcionar las
condiciones de anaerobiosis y controlar el pH del medio; se incubaron a 37°C hasta por
cuatro (4) dias y se realizaron diariamente las lecturas. La presencia de un color purpura
en el medio indico que la prueba era positiva, debido a la liberacion de aminas en la
reaccion de descarboxilacion, mientras que la presencia de un color amarillo indicé que
la prueba era negativa.

Hidrolisis de 1a urea

Con esta prueba se pudo determinar la capacidad de las bacterias de hidrolizar la urea
por medio de la sintesis de la enzima ureasa, produciendo carbono y amoniaco. Se
inocul6 un cultivo puro en medio agua peptonada, al cual se le afadi6 de 4 a 5 gotas de
reactivo de urea, se incubo a 37°C por 24 a 96 horas, en aerobiosis. Una prueba positiva
se evidencid con la alcalinizacion del medio y, por lo tanto, el viraje de color del
indicador rojo de fenol a un color rosado intenso, mientras que la aparicion tardia de un
color rosa palido indic una reaccidon negativa.

Hidrolisis de la esculina

Esta prueba se utiliz6 fundamentalmente como caracteristica diferencial entre el género
Brevundimonas y algunas Pseudomonas con pigmento amarillo. Para microorganismos
no fermentadores se utilizd un medio con esculina sin bilis, debido a que algunas
especies no fermentadoras son inhibidas por la bilis. Se sembr6 en picos de flauta de
agar esculina con la cepa de interés y se incubo a 37°C por 24 a 96 horas. La esculina
presente en el medio fluoresce cuando se observa con una lampara de Wood. Cuando la
esculina es hidrolizada, el medio toma un aspecto negro rojizo y se pierde la
fluorescencia, lo que indic6 un resultado positivo para la prueba.

Crecimiento 42°C

Constituyd una prueba diferencial entre las bacterias pertenecientes al género
Pseudomonas, donde se verifico la capacidad de estas bacterias de crecer a altas
temperaturas. Esta se realizo por medio de la siembra de las cepas de interés en agar
MacConkey, las cuales, se incubaron a 42°C posteriormente durante 24 a 48 horas.

Susceptibilidad a la polimixina B

La polimixina es un polipéptido basico de unos ocho aminodacidos, el cual se fija a los
fosfolipidos de las membranas de las células bacterianas Gram negativas. Esta union
destruye las membranas bacterianas mediante un efecto detergente, aumentando la
permeabilidad de la misma, lo que se traduce en la muerte celular.
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Se realizo por el método de difusion en agar (medio Mueller Hinton), descrito por Bauer
et al. (1966). Se coloco el disco de polimixina (300U); posteriormente, las placas fueron
incubadas por 24 horas a 37 °C en ambiente de aerobiosis; una vez transcurrido este
tiempo, se midio el didmetro del halo generado, para comprobar la efectividad del
antibidtico, y asi determinar si la bacteria era resistente o no. Se consideraron las cepas
como sensibles, cuando ocurria la formacion de un halo transparente alrededor del disco
> 11mm.

Determinacion de la produccion de exopolisacarido a través del método agar rojo
congo (MRC) (Bravo et al., 2005)

Una vez que se identifico la especie de cada aislado, se procedid a preparar una
suspension bacteriana y se sembraron 100 pl por rastrilleo, con una espatula de vidrio,
en cada una de las placas de agar nutritivo con 0,02% del indicador rojo congo, el cual
indujo una morfologia colonial caracteristica de las cepas segin producian o no
exopolisacaridos, las placas fueron incubadas a 37°C por 18 a 24 horas. Las cepas
productoras de exopolisacarido se manifestaron por la presencia de colonias blancas en
el agar rojo congo; mientras que las cepas no productoras del exopolisacarido se
encontraron representadas por colonias de color rojo.

Determinacion de la produccion de biopeliculas mediante el método de dilucién en
microplacas (Passerini et al., 2007)

Se tomaron colonias tipicas aisladas de agar MacConkey, se inocularon en caldo
nutritivo; seguidamente se realizaron diluciones 1:100 de cada uno de los inoculos
estandarizados. Posteriormente se trasvasaron 200 ul de cada dilucién a cada uno de los
pocillos estériles de la microplaca, se incubaron durante 24 horas a 37°C. Se estimo el
total de biomasa celular, midiendo la densidad 6ptica DOsse, utilizando el lector de
microplacas ELx800, marca BIO-TEX. Posteriormente las colonias se decantaron y los
pozos se lavaron con agua destilada a fin de eliminar las células no adherentes. Luego,
se afiadieron 200 pl de cristal violeta al 1% a los pozos durante 30 minutos la biopelicula
tefiida fue enjuagada con agua destilada y se extrajo con 200 pl de etanol al 95%. La
cantidad de biopelicula se cuantifico midiendo la DOs4c del cristal violeta. Cada cepa se
analizo por triplicado, se utilizaron controles sin inocularEl corte se defini6 como tres
desviaciones estandar por encima de la media ODC. Cada cepa se clasifico de la
siguiente manera.

Productor débil de biopeliculas OD < 2xODc
Productor moderada de biopeliculas 2xODc¢ < OD < 4xODc

Productor fuerte de biopeliculas OD > 4xODc
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Los niveles de tincion con cristal violeta también se expresaron en relaciéon con la
densidad celular final (radio de crecimiento) que fue medida antes del ensayo de
biopeliculas (OD s46 CV / ODs46 radio de crecimiento).

Para la realizacion de este ensayo, se prepard el control positivo representado por una
cepa certificada de P. aeruginosa CVCM/787 en la placa de poliestireno estéril. El
control negativo utilizado fue el caldo de cultivo estéril para verificar la esterilidad y
componentes no especificos de los medios.

Determinacion de factores de virulencia en aislados de Pseudomonas sp.

Para la realizacion de cada una de estas pruebas se aplicaron los procedimientos
descritos a continuacion:

Determinacion de la actividad ADNasa (Blazevic et al., 1975)

En el medio de cultivo, la tripteina es la fuente de nitrogeno y aminoacidos que
aportardn los nutrientes necesarios para el adecuado desarrollo bacteriano.
El acido desoxirribonucleico (ADN) se encuentra en grado altamente polimerizado, y es
el sustrato de la enzima desoxirribonucleasa (ADNasa), la cual lo hidroliza. El cloruro
de sodio mantiene el balance osmotico y el agar es el agente solidificante.
Este medio de cultivo permite diferenciar bacterias que poseen la enzima ADNasa de
aquellas que no la poseen.

Se realiz6 tomando una asada de la cepa en estudio, proveniente de un cultivo de 24
horas en agar MacConkey y se inocul6 por el método de estrias por agotamiento en la
superficie de agar ADNasa con 0,01% de azul de toluidina, se incubd a 37°C por 18-24
horas. Un halo rosado alrededor de la colonia indico la actividad de nucleasa, la no
evidencia de ningiin cambio se leyd como reaccion negativa.

Determinacion de la actividad hemolitica (Robinson, 1986)

El medio adicionado con sangre es util tanto para el aislamiento y cultivo de
microorganismos aerobios y anaerobios nutricionalmente exigentes a partir de una gran
variedad de muestras, como para la observacion de reacciones de hemdlisis. La infusion
de musculo de corazéon y la peptona otorgan al medio un alto valor nutritivo, que
permitird el crecimiento de una gran variedad de microorganismos, aun de aquellos
nutricionalmente exigentes. El agregado de sangre al medio de cultivo, en concentracion
final de 5-10%, aporta nutrientes para el crecimiento bacteriano. Para determinar la
actividad hemolitica, se tomo una asada de la cepa en estudio de un cultivo de 24 horas,
proveniente de un cultivo en agar MacConkey y se inocul6 en estrias por agotamiento en
base de agar sangre con 5% de sangre humana, se incub6 24 horas a 37°C. Un halo
transparente alrededor de la colonia indico la presencia de la enzima beta hemolisina, la
no evidencia de un halo de hemolisis se leyé como negativa.
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Determinacion de la enzima gelatinasa (Blazevic et al., 1975)

Se utilizé para determinar la licuefaccion de la gelatina (produccion de gelatinasa) por
microorganismos proteoliticos. Contiene extracto de carne y peptona y una elevada
concentracion de gelatina, el primer agente gelificante utilizado para solidificar medios
de cultivo.

Se realiz6 tomando una asada de la cepa de estudio proveniente de un cultivo de 24
horas en agar MacConkey, y se inoculd por el método de estrias por agotamiento en la
superficie del medio agar gelatina, en concentraciéon de 4%, se incubd por 24 horas a
37°C. Una opacidad alrededor de la colonia indicé la produccion de la enzima gelatinasa
y la prueba se leyd como positiva; cuando no se observo el halo de opacidad, la reaccion
se tomd como negativa.

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana para las cepas identificadas como
Pseudomonas sp.

Se realizd mediante el método de difusion en agar, descrito por Bauer et al. (1966),
siguiendo los lineamientos del Comité Nacional de Estdndares para Laboratorios
Clinicos (CLSI, 2011), se procedid a tomar de 3-5 colonias aisladas del microorganismo
de interés, provenientes del agar MacConkey, que fueron suspendidas en 4,5 ml de
Soluciéon Salina Fisiologica Estéril y se incubaron a 37°C, hasta que se observd una
turbidez semejante a la del patrén 0,5 de Mac Farland, equivalente a 1,5x10° UFC/ml.
Posteriormente, se realizd la siembra de la suspension de bacterias en agar Mueller
Hinton, de la casa comercial HIMEDIA, con la ayuda de un hisopo estéril, el cual fue
humedecido previamente en esta suspension, y se disemind en la superficie del agar en
tres direcciones diferentes, luego, se procedié a colocar los discos de antibidticos de
eleccion: amikacina (30 pg), piperaciclina (100 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10
ug), gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), tobramicina (10 pg), ceftazidima (30
ug), trimetoprim (1,25 pg), todos de la casa comercial OXOID, esto con la ayuda de una
pinza y haciendo un poco de presion. Estas placas fueron incubadas a 37°C, por 24
horas, en aerobiosis, posteriormente, fueron medidos los halos de inhibiciéon y su
clasificacion en las categorias establecidas por CLSI (2011): en sensible (S), intermedio
(I) y resistente (R). Se emplearon como cepas controles, E. coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. No existen lineamientos para pruebas de
susceptibilidad en cepas provenientes del medio ambiente y pertenecientes a la mayoria
de los bacilos Gram negativos no fermentadores, sin embargo, en el presente estudio se
consideraron los lineamientos establecidos por CLSI (2011) para muestras clinicas. Los
patrones de susceptibilidad antimicrobiana fueron expresados en porcentajes de
resistencia y sensibilidad. Los halos de inhibicion de las pruebas de susceptibilidad se
expresaron en milimetros (mm).
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Andlisis estadistico

Para analizar los resultados, se realizé estadistica descriptiva a través de tablas y figuras,
con la finalidad de establecer comparaciones, diferencias y relaciones entre la
produccion de biopeliculas, la resistencia antimicrobiana y los factores de virulencia de
los niveles de las variables estudiadas (Milton, 2001).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Pseudomonas sp. tiene la capacidad de colonizacion, adherencia y de producir
biopeliculas, lo cual representa una estrategia de supervivencia, que le confiere
proteccion contra los mecanismos de erradicacion bacteriana (Moore et al., 2002). Las
bacterias logran ventajas significativas proporcionadas por la produccion de
biopeliculas, frente a fluctuaciones medio ambientales de humedad, temperatura y pH, al
igual que concentrando nutrientes y facilitando la eliminacion de desechos (Post et al.,
2004).

De un total de 70 cepas aisladas a partir de muestras de aguas y sedimentos provenientes
de las diferentes pozas ubicadas en el balneario turistico Aguas de Moisés, se
identificaron 36 microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, 8
cocos Gram positivos y 26 BGNNF, de los cuales 21 cepas correspondieron a
Pseudomonas sp.

En la tabla 1 se muestra la diversidad de especies de Pseudomonas sp. con un total de 21
cepas (100%), donde 7 (33,33%) cepas pertenecen a la especie Pseudomonas
aeruginosa, seguido de Pseudomonas stutzeri y Pseudomonas pseudoalcaligenes con
un total de 5 (23,81%) cepas cada una, y con un menor nimero de aislamiento
Pseudomonas mendocina 4 (19,05%) cepas.

Tabla 1. Diversidad de especies Pseudomonas sp. provenientes de aguas y sedimentos
del balneario turistico Aguas de Moisés, municipio Ribero, estado Sucre, octubre de
2009 - enero de 2010.

Microorganismos N° %
P. aeruginosa 7 33,33
P. pseudoalcaligenes 5 23,81
P. stutzeri 5 23,81
P. mendocina 4 19,05
Total 21 100

N°= niimero de cepas aisladas, %= porcentaje.

Estos resultados muestran la diversidad de especies de Pseudomonas sp. aisladas de
muestras de aguas y sedimentos analizadas, y en donde se puede apreciar que, la especie
que mas predomina es P. aeruginosa, con un total de 7 (33,33%) cepas. Los resultados
obtenidos en este estudio son muy similares a los reportados por Losch et al. (2004), en
el cual pudieron aislar 47 cepas de este género bacteriano, provenientes de aguas
subterraneas y superficiales de la provincia del Chaco (Argentina). Estudios similares se
han desarrollado en el estado Sucre, a partir de muestras ambientales, tomadas de aguas
y sedimentos de la cuenca del rio Manzanares, donde se identificaron 18 cepas, de las
cuales 16 (88,89%) de ellas correspondian a P. aeruginosa y las 2 (11,11%) cepas
restantes a Pseudomonas sp. Gonzalez (2010). Por otro lado, Rivas (2011) demostro que
los microorganismos con mas frecuencia de aislamientos de muestras de sedimentos
provenientes de las diferentes pozas de las aguas termales, ubicadas en el balneario
turistico Aguas de Moisés, fueron los miembros de la familia Enterobacteriaceae,
representando el 51,42% de todos los aislamientos; mientras que los BGNNF se aislaron
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en un 37,13% y los cocos Gram positivos en el 11,42%, obteniendo que las cepas con
mayor aislamiento correspondieron a Pseudomonas sp. dentro del grupo de BBNNF.

P. aeruginosa es una bacteria dispersa en el ambiente, habitualmente presente en suelos,
aguas y superficies, con emergente relevancia como patégeno oportunista causante de
infecciones en pacientes hospitalizados inmunodeprimidos. Constituye el grupo de
microorganismo mas frecuentemente aislado, capaces de vivir bajo diversas condiciones
ambientales (Hoiby, 2002).

El género Pseudomonas es capaz de utilizar una amplia variedad de compuestos tanto
organicos como inorgéanicos, asi como también sustratos para crecer; ésta capacidad le
permite a estos microorganismos, colonizar nichos en los que son escasos los nutrientes;
asi mismo, son capaces de vivir bajo diversas condiciones ambientales, mostrando una
alta capacidad a reacciones fisico-quimicas y bioldgicas (Arraiz, 2001).

Los microorganismos pertenecientes al género Pseudomonas pudieran colonizar
ambientes acudticos con pocos nutrientes y encontrarse en aguas subterraneas no
contaminadas por el hombre, como es el caso de P. aeruginosa, P. pseudoalcaligenes, P.
stutzeri y P. mendocina, que raramente forman parte de la flora humana normal. En este
estudio las bacterias aisladas pueden ser consideradas como poblacién autéctona de
manantiales mesotermales. Las aguas en estudio presentaron un pH que oscil6 entre 6,5
y 8,0 y una temperatura entre 33 y 35°C, dicha temperatura y pH demuestran diferentes
tipos de comunidades microbianas en manantiales termales. Los manantiales con pH
alcalino tienen poca diversidad microbiana, encontrandose a Pseudomonas sp. capaces
de vivir a estos pH y en estas aguas.

La tabla 2 muestra la produccion de exopolisacarido en Pseudomonas sp. a través del
método agar rojo congo, donde de las 21 cepas estudiadas, 19 (90,48%) resultaron ser
productoras del mismo, observandose colonias de color blanco; mientras que, 2 (9,52%)
de las cepas resultaron ser no productoras, representado por colonias de color rojo. La
presencia del exopolisacarido se observo en 7 (100%) de las cepas de P. aeruginosa
aisladas; en 5 (100%) cepas de P. pseudoalcaligenes y 4 (100%) cepas de P. mendocina;
cabe resaltar que 3 (60,00%) de las cepas de P. stutzeri resultaron productoras y 2
(40,00%) no lo fueron.

Tabla 2. Comportamiento de Pseudomonas sp. en la produccion de exopolisacarido, a
través del método agar rojo congo, provenientes de aguas y sedimentos del balneario
turistico Aguas de Moisés, municipio Ribero, estado Sucre, octubre de 2009 - enero de
2010.

Microorganismos PE % NPE %
P. aeruginosa 7 100 - -
P. pseudoalcaligenes 5 100 - -
P. stutzeri 3 60,00 2 40,00
P. mendocina 4 100 - -

PE= productoras de exopolisacarido, %= porcentaje, NPE= no productoras de exopolisacarido.
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La gran mayoria de las especies de Pseudomonas sp. aisladas, independientemente de su
origen, es decir, de aguas y sedimentos, fueron capaces de formar exopolisacarido, a
través del método rojo congo (figura 1), no ocurre la absorcion del colorante, por lo que
no se tifie de color rojo, observandose colonias de color blanco. En un estudio realizado
por Callico6 et al. (2004) se pudo demostrar que, de 18 cepas evaluadas de P. aeruginosa,
el 72,20% de ellas, fueron productoras de exopolisacarido; resultados que difieren a los
obtenidos en el presente estudio, donde todas las cepas de P. aeruginosa, fueron
formadoras del mismo. Es importante mencionar que en el estudio realizado por estos
investigadores, las cepas aisladas eran de origen clinico, lo que orienta que, tanto cepas
de Pseudomonas sp. ambientales como hospitalarias son capaces de formar
exopolisacarido, en cualquier tipo de habitat. Se considera que bajo condiciones
ambientales adecuadas, la inmensa mayoria de las bacterias, independiente de la especie,
pueden existir dentro de las biopeliculas adheridas a superficies en una interfase
solido/liquida (Chole y Faddis, 2003).

Por otra parte, es importante destacar, la presencia de otro tipo de morfologia presente
en 2 (9,52%) de las cepas aisladas, no formadoras de exopolisacérido; representadas por
colonias de color rojo. Al respecto, Chung et al. (2003) sefnala que la presencia de estas
colonias rojas, se deba a la absorcion del colorante y que la misma es debido a la pérdida
o modificacion de un ligando o a la secrecion de un factor que impide la union del rojo
congo.

La formacion de biopeliculas contribuye a la patogenicidad de determinados
microorganismos, y la persistencia de ellas en el cuerpo humano seria la principal causa
de la recurrencia o cronificacion de diversas infecciones, de igual forma, es importante
destacar que las cepas productoras de exopolisacarido le confiere a la bacteria la
capacidad de escapar de la accion de los macrofagos (Reisner et al., 2006).

Las especies de Pseudomonas son productoras de grandes cantidades de alginato, por lo
tanto, no son capaces de absorber el colorante. Esta prueba constituye un marcador
indirecto de la virulencia de estos microorganismos; en tal sentido, las cepas de mayor
virulencia son precisamente las que no son capaces de absorber el colorante rojo congo,
esto ocurre debido a la capa del exopolisacarido que la recubre, la cual imposibilita este
efecto y, ademas, dicho compuesto confiere a la cepa, un alto grado de virulencia,
debido a que le permite crecer tanto en tejidos vivos como inertes (Costerton y Stewart,
2000).
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Figura 1. Produccion de exopolisacarido determinado a través del método rojo congo en
cepas de Pseudomonas sp. provenientes de aguas y sedimentos del balneario turistico

Aguas de Moisés, municipio Ribero, estado Sucre, octubre de 2009 - enero de 2010.
colonias productoras de exopolisacarido (P. aeruginosa P1E34).

Dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentren las cepas, se
pueden producir distintos tipos de exopolisacaridos, como componentes de la matriz de
la biopelicula (Lasa, 2006). Algunas cepas de Pseudomonas sp. son capaces de producir
ademas de alginato, otro tipo de polisacarido ricos en glucosa que son codificados por un
grupo de genes denominados pel (nombre que deriva de pellican, biopelicula formada
por Pseudomonas sp. en la interfase agua-aire) y serian los principales componentes de
la matriz, responsables ademas de inducir la rugosidad en las colonias; de igual manera,
la presencia de monosacaridos en la matriz, son codificados por los genes psl
(polisaccharide synthesis locus), que pudieran estar igualmente vinculados con la
observacion de nuevos fenotipos de Pseudomonas sp. dichas variaciones, pueden ser el
resultado de la adaptacion de los microorganismos a condiciones adversas del medio
ambiente para poder sobrevivir (Friedman y Kolter, 2004).

Pseudomonas es un género capaz de producir colonias lisas, aunque algunas mutantes de
colonias rugosas, han podido ser descritas en la formacién de exopolisacarido.
D’Argenio et al. (2002) sefiala que, esta pérdida de morfologia, posiblemente se
encuentre relacionada con cambios de la produccion extracelular de la matriz, de igual
manera, pueden influir algunos factores propios del ambiente donde se desarrollan estos
microorganismos (pH, temperatura, oxigeno, nutrientes, entre otros), o al estrés que
presentan ante un medio inadecuado para su crecimiento.

Otro factor que influye negativamente en la formacion del exopolisacérido es la ausencia
en bacterias de factores de adherencia como glicocélix, fimbrias, que no pudieran estar
presentes en el caso de P. stutzeri y que haria dificil la formacion del mismo, éste
género bacteriano presenta pilis tipo IV que le confiere movilidad de forma crispar (un
movimiento basado en la extension bacteriana pilus/retraccion), esto dificulta la
adherencia bacteriana a superficies (Lasa, 2006).
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A través del método de dilucion en microplacas, utilizado en el presente trabajo de
investigacion, se demostr6 que las 21 cepas en estudio (100%) fueron capaces de formar
anillos similares en las paredes de los pozos de la microplaca utilizada, demostrando la
produccion de biopeliculas débiles, por parte del género bacteriano en estudio (figura 2).

Figura 2. Produccioén de biopeliculas en cepas de Pseudomonas sp. provenientes de
aguas y sedimentos del balneario turistico Aguas de Moisés, municipio Ribero, estado
Sucre, octubre de 2009 - enero de 2010, mediante el método de dilucioén en microplacas.
Este método es muy laborioso, requiere preparaciones previas de las cepas; no obstante,
mediante esta técnica se puede evaluar la capacidad de los aislados bacterianos de
formar biopeliculas, asi como también, cuantificar la cantidad de la misma que una
bacteria es capaz de producir.

Los resultados obtenidos en este estudio, son muy similares a los reportados por Ponce
(2010), en el cual pudo aislar 36 cepas de P. aeruginosa, provenientes de muestras de
centros hospitalarios y, de las cuales, 25 fueron capaces de producir biopeliculas, con un
bajo porcentaje de obtencion de resultados falsos positivos, empleando el método antes
sefialado.

Por otra parte, Gonzalez (2010) pudo demostrar que de las 16 cepas aisladas de P.
aeruginosa, 14 (87,50%) fueron capaces de formar biopeliculas y solo 2 (12,50%) de las
cepas no presentaron dicha propiedad, utilizando el método clasico de la safranina en
tubo; estas cepas aisladas eran provenientes de muestras de sedimentos de las margenes
del rio Manzanares, Cumana, estado Sucre. A pesar de que este método no fue el mismo
empleado en el presente trabajo de investigacion, es importante resaltar que, dicho
método también es capaz de evaluar la produccion de biopeliculas, siendo éste un factor
clave en la adaptacion y supervivencia de los microorganismos a un determinado
ambiente. Estos resultados son similares a los obtenidos en el presente estudio, donde se
obtuvieron altos porcentajes de cepas productoras de biopeliculas.

A pesar de que, no todas las cepas fueron productoras de exopolisacérido, las mismas si
fueron capaces de formar biopeliculas; esto puede deberse a que independientemente de
la expresion del exopolisacarido, algunas cepas de Pseudomonas sp. son capaces de
producir ademas de alginato, otros componentes en la matriz como monosacaridos:
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mannosa, galactosa y trazas de xilosa, los cuales podrian ser necesarios para la
formacion de la biopelicula (Friedman y Kolter, 2004).

Es importante resaltar que, con la técnica de dilucion en microplacas se puede
determinar cualitativa y cuantitativamente la produccion de biopeliculas, observandose
claramente mediante la formacién de un anillo, el cual puede ser cuantificado por
espectrofotometro, para confirmar de esta manera si las cepas en estudio producen o no
biopeliculas.

Los microorganismos comunmente se adhieren a superficies, tanto vivas como inertes,
valiéndose de estructuras celulares superficiales como: fimbrias, lipopolisacarido
extracelular (LPS), polimeros extracelulares (EPS), flagelos y otras proteinas (Post et al.,
2004).

Las especies de Pseudomonas corresponden a patogenos Gram negativos, versatiles y
oportunistas; debido a su gran adaptabilidad al medio ambiente, potencial metabdlico y
mecanismos de virulencia, es causa frecuente de infecciones y algunos de ellos son
capaces de producir componentes, especialmente toxinas, que los hacen especialmente
virulentos comparados con otros microorganismos, de igual forma, la expresion de
factores de virulencia especificos confiere una creciente capacidad de adaptacion a
nuevos nichos, permitiendo un largo espectro de enfermedades. La diversidad de
mecanismos patogénicos de esta bacteria en individuos, aparentemente sanos, es
atribuida a una gran variedad de factores de virulencia especificos, que contribuyen a un
aumento de eficacia en la colonizacion de superficies especificas del hospedador,
evasion de las defensas inmunoldgicas o dafio directo a sus células o tejidos, lo que
resulta en el establecimiento de la enfermedad (Branda et al., 2005). La amplia variedad
de factores de virulencia que caracterizan a Pseudomonas sp. inciden directamente sobre
su elevada tasa de mortalidad.

La infeccion por este género bacteriano raramente ocurre en personas con defensas
normales; para que la infeccion se presente deben existir factores predisponentes, como:
enfermedades malignas, hematologicas, metabolicas, asi como también, deben existir
brechas en las defensas fisicas del cuerpo, como las producidas por heridas, quemaduras
o ulceras, lo cual permite que especies como P. aeruginosa logren colonizar la superficie
de un hospedero susceptible (Wilson y Dowling, 2008).

En la tabla 3 se puede observar la presencia de los factores de virulencia en cepas de
diferentes especies del género Pseudomonas. La produccion de hemolisina estuvo
presente en 11 (52,38%) de las cepas aisladas, seguido de la enzima gelatinasa, presente
en 9 cepas (42,86%).

En América Latina son escasos los estudios sobre factores de virulencia realizados en
microorganismos pertenecientes al género Pseudomonas.
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Tabla 3. Presencia de factores de virulencia: actividad ADNasa, actividad hemolitica,
enzima gelatinasa, en aislados de Pseudomonas sp. productoras de biopeliculas,
provenientes de aguas y sedimentos del balneario turistico Aguas de Moisés, municipio
Ribero, estado Sucre, octubre de 2009 - enero de 2010.

. . ENZIMAS
Microorganismos
Ne° ADNasa Hemolisina Gelatinasa

P. aeruginosa 6 ) ) (+)
P. aeruginosa 1 ) ) )
P. pseudoalcaligenes 3 ) ) Q)
P.pseudoalcaligenes 2 ) (+) )
P. mendocina 1 ) ) )
P.mendocina 3 ) ) )
P. stutzeri 3 ) (+) (+)
P stutzeri 2 ) (+) )
Total 21

N°= ntimero de cepas aisladas con el factor de virulencia en estudio.

Se puede observar que, de las 7 cepas aisladas de P. aeruginosa, 6 de ellas presentaron
solo la enzima gelatinasa y 1 presentd solo la actividad hemolitica. En relacion a la
especie P. pseudoalcaligenes, de las 5 cepas, 2 de ellas fueron capaces de producir
hemolisina. Para P. mendocina, de las 4 cepas aisladas, solo 3 de ellas produjeron la
hemolisina y, por ultimo, se encuentra la especie P. stutzeri, que de las 5 cepas aisladas,
solo 3 de ellas presentaron actividad hemolitica y la enzima gelatinasa, mientras que las
2 cepas restantes, solo presentan la actividad hemolitica. Es importante resaltar que la
enzima DNasa, no estuvo presente en ninguna de las cepas en estudio, resultando ser
todas negativas para dicha prueba.

En este estudio, los resultados reflejan algunas diferencias en algunos casos con respecto
a la produccion de las enzimas ADNasa, hemolisinas y gelatinasa; dicha diferencia se
encuentra demarcada por variaciones de uno o dos factores de virulencia, a excepcion de
3 cepas de P. pseudoalcaligenes y 1 cepa de P. mendocina, las cuales fueron negativas
para todos los factores de virulencia estudiados.

Es importante mencionar que las cepas estudiadas no fueron capaces de excretar
nucleasas, por lo que no ocurrid la despolimerizacion del DNA; estos resultados se
ajustan a los patrones de identificacion para BGNNF, descritos por Koneman et al.
(2008).

Las hemolisinas constituyen una de las caracteristicas claves del género Pseudomonas,
asi mismo son consideradas un importante factor de virulencia, pues constituyen
exotoxinas proteicas termolabiles, que presentan una accion litica sobre los hematies y
una accion toxica sobre otras células (leucocitos, macrofagos, fibroblastos). P.
aeruginosa tiene muchos factores de virulencia, entre éstos se encuentran componentes
estructurales, toxinas y enzimas importantes; sin embargo, es dificil definir el papel que
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cada factor desempeiia en la enfermedad, y la mayoria de los expertos en este campo
creen que su virulencia es multifactorial (Shaver y Hauser, 2004).

Algunas especies de Pseudomonas son capaces de producir enzimas proteoliticas
(gelatinasas) que hacen posible la licuefaccion de la gelatina, permitiendo asi hidrolizar
estos complejos polimeros y convertirlos en mondmeros. Estas enzimas extracelulares,
son secretadas por ciertas bacterias para desdoblar a las proteinas, permitiendo de esta
manera la entrada a la célula bacteriana de componentes mas pequefios, que ayudan al
patogeno a crecer (Gandon, 2002).

Los microorganismos que no presentaron factores de virulencia pudieran ser empleadas
en procesos de biocontrol y biorremediacion, asi como también, pudieran ser idoneas
para combatir o eliminar la proliferaciéon de bacterias que pudieran causar dafios o
riesgos a la salud del ser humano.

Con respecto a la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de P. aeruginosa (Tabla.
4), se observd que las mismas mostraron sensibilidad a la mayoria de los
antimicrobianos ensayados, a excepcion del meropenem, ante el cual, 3 de las 7 cepas
fueron resistentes.

Tabla 4. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas Pseudomonas aeruginosa
productoras de biopeliculas, provenientes de aguas y sedimentos del balneario turistico
Aguas de Moisés, municipio Ribero, estado Sucre, octubre de 2009 - enero de 2010.

Antimicrobiano N° Sensibles % N° Resistentes %
Gentamicina 7 100 - -
Ciprofloxacina 7 100 - -
Tobramicina 7 100 - -
Celtazidime 7 100 - -
Trimethoprim 7 100 - -
Amikacin 7 100 - -
Meropenem 4 57,14 3 42,86
Piperaciclina 7 100 - -
Imipenem 7 100 - -

%= porcentaje.
N°= ntimero de cepas sensibles o resistentes al antimicrobiano ensayado.

Es importante destacar que en el manual del CLSI, los lineamientos establecidos para la
susceptibilidad son Unicamente para bacterias provenientes de muestras clinicas y no
para bacterias provenientes de origen ambiental, como las que fueron aqui estudiadas;
sin embargo, las mismas fueron utilizadas como referencia en el caso de P. aeruginosa.

La susceptibilidad antimicrobiana observada en el presente estudio, puede deberse a que
las cepas ambientales no se encuentran sometidas a la fuerte presion selectiva que existe
en el entorno hospitalario; asi mismo, no se encuentran expuestas a la continua accion
selectiva de los desinfectantes, de manera que, a diferencia de los aislados ambientales,
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el desarrollo de mecanismos de resistencia en cepas clinicas es mas elevado, permitiendo
a la bacteria evadir la accion de diferentes antimicrobianos (Martinez, 2007).

Los reportes de resistencia en cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de ambientes
naturales son escasos y la mayoria han estado dirigidas a aislamientos clinicos; debido a
la insuficiente referencia sobre la susceptibilidad antimicrobiana de éstas cepas, es por
ello, que se utilizan antecedentes de aislados clinicos.

Al respecto, Losch et al. (2004), pudieron determinar la susceptibilidad antimicrobiana
en 47 cepas de P. aeruginosa provenientes de aguas subterraneas y superficiales, con
resultados similares al presente estudio, donde se pudo observar un alto grado de
sensibilidad a la mayoria de los antimicrobianos empleados, a excepcion de las tres
cepas de P. aeruginosa que resultaron ser resistente al meropenem. La resistencia
antimicrobiana por parte de las cepas se puede producir a través de mutaciones de genes
al azar o a la transferencia y adquisicion de éstos (plasmidos, trasposones e integrones),
lo que conlleva a una resistencia adquirida (Vila y Marco, 2010).

La presencia de bombas de expulsion activa se ha descrito como un mecanismo de
resistencia frecuente en cepas de Pseudomonas aeruginosa, las cuales son estructuras
proteicas capaces de expulsar del citoplasma bacteriano algunos compuestos toxicos
para la bacteria. Otra explicacién seria una activaciéon de respuestas de estrés que
provocan cambios en la fisiologia de la bacteria (Vila y Marco, 2010).

En la tabla 5 se muestra la relacion entre dos factores de virulencia determinados en este
estudio, como lo fueron la actividad hemolitica y la accion de la gelatinasa en
Pseudomonas sp., donde se refleja la presencia y ausencia de dichos factores de
virulencia en cada una de las cepas estudiadas.

P. aeruginosa se comporta como una bacteria oportunista capaz de tener diversas
aplicaciones biotecnologicas sobre todo en el area ambiental. En el presente estudio se
demostr6 que las cepas de P. aeruginosa presentaron, por lo menos, uno de los factores
de virulencia estudiados, a diferencia de otras especies de Pseudomonas, las cuales no
presentaron ninguno de los factores de virulencia.

Tabla 5. Tabla de contingencia en la asociacién entre dos factores de virulencia:
actividad hemolitica y produccion de gelatinasa en aislados de Pseudomonas sp,
productoras de biopeliculas, provenientes de aguas y sedimentos del balneario turistico
Aguas de Moisés, municipio Ribero, estado Sucre, octubre de 2009 - enero de 2010.

Actividad Hemolitica y Gelatinasa

Gelatinasa
Negativo  Positivo Total
Actividad Negativo 4 6 10
Hemolitica Positivo 8 3 11
Total 12 9 21

P>0,05
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De esta tabla se desprende que el resultado para el estadistico de Chi-cuadrado de
Pearson fue de 2,291, con un nivel de significancia de 0,130. Este valor resultd ser
superior a 0,05, por lo que se acepta la hipdtesis nula (Ho), y se puede concluir que no
existen relaciones entre la actividad hemolitica y la produccion de gelatinasa; es decir, la
presencia de hemolisinas puede presentarse o no en cepas de Pseudomonas sp.,
indistintamente de que las cepas en estudio produzcan o no la enzima gelatinasa; de
igual forma, es importante destacar que el factor que mas predomina es la actividad
hemolitica.

Al relacionar los factores de virulencia con la produccion de biopeliculas en los aislados
de Pseudomonas sp. se observo que la formacion de biopeliculas se presenta en todas las
cepas evaluadas, indistintamente que presenten o no los factores de virulencia
estudiados, lo que indica que no existe una asociacidon entre estas dos variables. Sin
embargo, es importante destacar que la biopelicula es considerada como un factor de
virulencia para este género bacteriano, contribuyendo de esta manera a la patogenicidad
de dicha bacteria. Es probable que P. aeruginosa sea ineficiente en su habilidad para
llevar a cabo los primeros pasos de la infeccion en un individuo sano; puede colonizar
pero no invadir piel y mucosas sanas, y tampoco producir infecciones persistentes con
produccion de factores toxicos que dafien los tejidos del hospedero (Wilson y Dowling,
2008).

Se pudo comprobar que las cepas provenientes de ambientes naturales, sensibles o no al
antimicrobiano empleado, son capaces de formar biopeliculas; estos resultados pueden
orientar a que estas cepas utilizan las biocapas como un mecanismo de proteccion contra
algunos factores externos presentes en el medio ambiente donde se desarrollan los
microorganismos; de igual manera, estas biopeliculas pueden prevenir el acceso de
determinados agentes antimicrobianos o restringir la difusién de los antibidticos al
interior de éstos (Danese et al., 2000).

Asi mismo, es posible que la formacion de las biopeliculas se deba a la existencia de
comunidades microbianas fuertemente adheridas a superficies inertes o vivas, en la que
los microorganismos que la conforman estdn, a su vez, interactuando entre si. Es
importante destacar que el proceso de formacion de biopeliculas se encuentra también
regulado por un sistema de sefiales quimicas, ayudando a la adaptacion y a la virulencia
de P. aeruginosa en ¢l ambiente donde se encuentre, jugando un papel esencial en el
mantenimiento y mejora de la calidad medio ambiental (Takumida y Anniko, 2006).
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CONCLUSIONES

19 de las 21 cepas de Pseudomonas sp. estudiadas tienen la capacidad de producir
exopolisacarido, mediante la prueba del rojo congo,

Todas las cepas de Pseudomonas sp. fueron productoras de biopeliculas débiles por el
método de dilucion en microplacas.

17 de las 21 cepas aisladas presentaron, por lo menos, uno de los tres factores de
virulencia estudiados, siendo la hemolisina, la enzima que mas predomind en las cepas
aisladas, seguido de la enzima gelatinasa.

A excepcion de 42,86% de cepas que resultaron resistentes a meropenem, las cepas de
Pseudomonas aeruginosa fueron sensibles a todos los antimicrobianos ensayados.

La produccion de biopeliculas en Pseudomonas sp. es independiente de la resistencia
antimicrobiana, produccion de ADNasa, gelatinasa y/o hemolisina.
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RECOMENDACIONES

Es conveniente realizar estudios que incluyan una mayor cantidad de cepas, con la
finalidad de estudiar los diferentes fenotipos de las colonias aisladas, para de esta
manera obtener resultados mas certeros.

Pseudomonas sp. pudieran tener diversas aplicaciones biotecnoldgicas tutiles en el
tratamiento de la contaminacién ambiental, contribuyendo de esta manera al reciclaje
bioldgico de materia organica, por ello es necesario, realizar estudios que permitan
evaluar la capacidad de este género bacteriano en el mantenimiento y mejora de la
calidad del medio ambiente.
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