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RESUMEN

Se determiné la produccion de biopeliculas en Pseudomonas aeruginosa,
provenientes de muestras de sedimento de los margenes del rio Manzanares de la
Ciudad de Cumana, estado Sucre. La identificacion de las cepas se llevo a cabo por
métodos bioquimicos convencionales empleados para bacilos gramnegativos no
fermentadores. La produccion de biopeliculas se estudié a través del método del rojo
congo y por el método clasico de safranina en tubo. La prueba de susceptibilidad
antimicrobiana fue evaluada mediante el método de difusién en disco (CLSI 2007).
En el presente estudio se identificaron 16 cepas (88,89%) de Pseudomonas
aeruginosa, las cuales forman parte del ecosistema del rio Manzanares. Las cepas
mostraron bajos porcentajes de resistencia a la ciprofloxacina (6,25%), imipenem
(12,50%), Piperacilina (18,75%), meropenem (18,75%) y piperacilina/tazobactam
(18,75); estas solo mostraron elevados porcentajes de resistencia a la tobramicina
(37,50%), gentamicina (43,75%) y aztreonam (56,25%). Se obtuvieron 7 fenotipos
diferentes a través de los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana. 87,50% de las cepas de Pseudomonas aeruginosa fueron capaces de
formar biopeliculas y solo 2 cepas (12,50%) no presentaron esta propiedad,
obteniéndose los mismos resultados tanto por el método del rojo congo como por el
método clasico de la safranina en tubo. Al relacionar los perfiles de resistencia con la
produccion de exopolisacarido se evidencid que tanto las cepas resistentes como
sensibles pueden formar biopeliculas. Estas cepas presentaron altos porcentajes de
sensibilidad a los antibioticos, esto puede deberse a la procedencia de estas, ya que
son de origen ambiental y fueron capaces de formar biopeliculas para adaptarse y
sobrevivir a un determinado ambiente.

Palabra y/o Frases Claves: Pseudomonas aeruginosa, Biopeliculas, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa P001, Matriz exopolisacarida,
Biorremediacion.



INTRODUCCION

Las biopeliculas (del inglés biofilm) son comunidades complejas de
microorganismos y polimeros extracelulares, fijos a una superficie, formadas por una
unica especie o una variedad de especies diferentes (Costerton, 1995). Se pueden
encontrar biopeliculas en todos los medios donde existan bacterias: en el medio natural,
clinico o industrial. Solo necesitan un entorno hidratado y una minima presencia de
nutrientes, debido a que pueden desarrollarse sobre superficies hidréfobas o hidroéfilas,
bidticas o abidticas (Miller y Ahearn, 1987). 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 heterogenicidad, lo que las hace
organizaciones unicas que pueden estar conformadas por bacterias, hongos y protozoos.
Se ha visto que los microorganismos al ser variados dentro de esta organizacion
presentan diferentes microambientes, pH, tension de oxigeno, concentracion de iones,

carbono y nitrogeno (Costerton et al., 1994; Vroom et al., 1999).

El estudio sobre la naturaleza de las biopeliculas se inici6 tiempo atras, cuando A.
Van Leeuwenhoek, en el siglo XVII, utilizando sus microscopios de luz simples, fue el
primero en describir, la presencia de microorganismos adheridos a superficies dentales
(Dolan, 2002), a raiz de lo cual se le reconoce como el descubridor de las biopeliculas
bacterianas. Sin embargo no fue hasta 1978 cuando Costerton y colaboradores,
describieron la presencia de comunidades bacterianas embebidas en matriz glucoproteica
unidas a superficies en contacto con el agua (Nazar, 2007) Dos décadas después con el
desarrollo de técnicas de microscopia mas avanzada permitieron entender la

ultraestructura y dinamica de estas asociaciones (Maestre y Maestre, 2004).

La formacion de biopeliculas no es un proceso aleatorio, sigue una sistematica que
permite su prediccion. Se han identificado cinco etapas: Adhesion inicial del
microorganismo a la superficie, colonizacion, crecimiento, maduracién y desarrollo final

de la colonia con dispersion de las células colonizadoras (Costerton, 1995).



El proceso de formacion de las biopeliculas, también va a depender de la
influencia de factores ambientales como: temperatura, pH, velocidad de flujo, asi como
de factores genéticos que codifican funciones motrices, de la sensibilidad ambiental,
adhesinas y otras proteinas (Costerton, 1995; O" Toole, 2000; Kraigsley et al.,
2002).Una vez que la célula individual se une a una superficie, esta empieza a crecer y a
esparcirse sobre la superficie en una monocapa, formando microcolonias y produciendo
uno de los cambios mas evidentes e importantes para formar el “Biofilm maduro” que es
la matriz exopolisacdrida, cuya concentracion es poco conocida, pero consta de
polisacaridos o glicoproteinas, de diversos azucares como glucosa, fructosa, manosa, N
— acetilglucosamida y otros. También pude contener proteinas libres, fosfolipidos y

acidos nucleicos o téicoicos (Chmielewski, 2003; Danese et al., 2000).

La matriz exopolisacarida o glicocalix producida en estas biopeliculas es excretada
por la pared celular bacteriana y es responsable, junto al anclaje de los apéndices
bacterianos (pilis, fimbrias, adhesinas), de la unién irreversible de las biopeliculas, y
también actian como un sistema de intercambio idnico para atrapar y concentrar
nutrientes, lo que beneficia a las células primitivas para que se desarrollen con menos
limitaciones y para que las células hijas produzcan su propio glicocalix, dando lugar a

una prospera colonia bacteriana (Marshall,1992).

En las biopeliculas maduras, la mayor parte de su volumen esta ocupado por la
matriz laxamente organizada (75-95%) alrededor de unas pocas bacterias (5-25%), que
proporciona una cubierta gelatinosa y deslizante a la superficie colonizada, con un
considerable volumen de agua disponible. Los estudios que han permitido
descubrir esta estructura han sido realizados en aguas residuales, ya que este tipo
de ambiente acuoso es rico en nutrientes y le proporciona las condiciones necesarias

para que se originen las biopeliculas (Chmielewski , 2003).

Para adaptarse a la vida de las biopeliculas, una bacteria ha de sufrir cambios

radicales, ya que este medio activa diferentes genes que codifican nuevas proteinas



estructurales y enzimas (Davey y O’Toole, 2000). Estos genes y proteinas son los que
explican la fijacion y resistencia de las bacterias incluidas en las biopeliculas ante los
antibioticos o desinfectantes. A partir del afio 2000, los avances en la protedmica y
gendmica han permitido avanzar en el estudio de sistemas complejos como las
biopeliculas; se han podido identificar 800 proteinas que cambian de concentracion a lo
largo de las cinco fases de desarrollo (Whiteley, 2001; Singh, 2002). También se ha
podido demostrar la sintesis en pocas cantidades de enzimas hidroliticas de tipo B-
lactamasa, que se mantienen atrapadas y concentradas en la matriz de las biopeliculas, lo
que contribuye a su proteccion y en consecuencia a su alta resistencia a los

antimicrobianos (Broow et al., 2000).

En esta poblacion bacteriana existe una estrecha comunicacion intercelular, que se
ha denominado quorum sensing e involucra la regulacion y expresion de genes
especificos a través de moléculas de sefalizacion. Simultaneamente, los
microorganismos pueden producir sustancias para estimular la propagacion de colonias e
inhibir el crecimiento de otras, quedando los microorganismos patégenos en una
posicion favorable dentro de las biopeliculas (Costerton et al., 1987). Otra de las
caracteristicas de las biopeliculas y de mayor interés para el hombre, es su resistencia a
la defensa del hospedero y antimicrobianos. Los anticuerpos, es decir, las células del
sistema inmune y los antimicrobianos no tienen acceso a los microorganismos patégenos

debido al lugar que estos ocupan en las biopeliculas (Stewart y Costerton, 2001).

Con el desarrollo de la tecnologia médica, aparecieron materiales que permitian
ser implantados en el organismo sin causar reacciones adversas; pero que generan nichos
optimos para la formacién de biopeliculas a pesar de los avances, como: los implantes de
valvulas, de cadera, marcapasos e incluso implantes dentales de integraciéon dsea
(Donlan, 2001). Estos avances han ayudado a la comprension de algunas bacterias
formadoras de biopeliculas, lo cual es muy importante para el control de muchas
enfermedades, entre ellas, la tuberculosis, cuya bacteria escapa y se protege de las

drogas y de los mecanismos efectores de eliminacion del sistema inmune. Posiblemente



la bacteria permanezca en biopeliculas en alguna parte del cuerpo (Graham, 2005).

Uno de los problemas en el campo industrial asociado a las biopeliculas es la
llamada bioincrustacion (del inglés biofouling) que es la contaminacion producida por la
actividad microbiana sobre las diferentes superficies, generando corrosion de los
equipos, cascos de barcos, tuberias y de campos petroleros. En el medio acuatico, las
biopeliculas aparecen y se acumulan en todas las superficies sumergidas, naturales o
artificiales, reduciendo asi la eficiencia hidrodindmica de los barcos y sistema de
propulsion. El musguillo que se forma sobre los cascos marinos es debido al desarrollo
de biopeliculas a base de algas unicelulares y bacterias (Lewin, 1984); al respecto, se
estan usando pinturas para evitar la adhesion y colonizacion sin efectividad clara,

generando un indudable costo econémico (Cooksey y Wiggelworth , 1992).

Existen diversas especies bacterianas capaces de formar biopeliculas, las cuales
son responsables de mas del 60% de todas las infecciones microbianas (Kim, 2001).
Dentro de las especies representativas tenemos: E. coli, causante de infecciones
comunmente repetitivas del tracto urinario, Haemophilus influenzae, responsable de
causar infecciones de oido medio en nifios, también se puede encontrar Streptococcus,
Fusobacterium y Porphyromona, las cuales causan la comun formacion de placa
bacteriana, la gingivitis y la periodontitis, y Pseudomonas aeruginosa causante de
infecciones pulmonares en pacientes con fibrosis quistica, estas bacterias tiene la
capacidad de causar dafios de manera individual y formando agregados celulares

(Collins, 1992; Doolittle et al., 1995; Brooks et al., 1997; Lamont y Jenkinson, 1998).

Las biopeliculas también son de mucha ayuda, debido a que pueden ser
utilizadas para mejorar las condiciones de un sistema contaminado a través de la
biorremediacion. Los procesos para el tratamiento de aguas residuales son
practicamente sistemas de cultivos microbianos a gran escala que utilizan
biopeliculas, en los cuales, las sustancias organicas de desecho se degradan a di6éxido

de carbono, gas metano y otros nutrientes inorganicos (Grady y Lin, 1997). Las



Biopeliculas utilizadas para la biorremediacion de aguas residuales estan
conformadas basicamente por especies de Pseudomonas, Corinebacterias,

Micobacterias y algunas levaduras (Betancourt et al., 2004).

Pseudomonas aeruginosa pertenece al grupo de los Bacilos Gram Negativos No
Fermentadores (BGNNF) aerobios, no esporulados, que degradan los hidratos de
carbono por via oxidativa (Koneman et al., 2004). Se aislan de muestras de suelo, aguas
contaminadas, asi como, de plantas y animales (Palleroni, 1984); son consideradas
potencialmente patégenas para el hombre y algunas pueden infectar a plantas
como Arabidopsis thaliana (Rahme et al.,2004), a invertebrados como Caenorhabditis
elegans (Tan et al.,1999) y a insectos como Drosophila melanogaster (D’Argenio
etal., 2001).

En general, las bacterias Pseudomonas incluidas en el género Pseudomonadaceae,
no son exigentes y crecen facilmente en los medios de cultivo de rutina. Algunas
caracteristicas propias, como el olor a uvas y la pigmentacion de la colonia, ayudan a
ubicar inicialmente al microorganismo; la produccion de citocromo — oxidasa,
visualizacién de bacilos Gram negativos rectos o ligeramente curvos en preparaciones
coloreadas por el método del Gram, utilizacion de glucosa y otros hidratos de carbono
por la via oxidativa y no fermentativa, pueden clasificar presuntivamente al género
Pseudomonas. No obstante la clasificacion final debe ser complementada con otras
reacciones bioquimicas, tales como, reduccion de nitratos, crecimiento a 42°C y
licuefaccion de la gelatina para la caracterizacion de las especies (Esnard y Diaz, 1997,

Rowland , 1999; Murray et al., 2000).

En Venezuela, Pseudomonas aeruginosa es una de las bacterias mas temidas, ya
que se ha asociado con altos indices de morbilidad, produciendo bacteremias en
pacientes hospitalizados y contaminaciéon en diversos sistemas de agua, debido a la
elaboraciéon de productos celulares y extracelulares implicados en su patogenicidad

(Madigan et al., 1999)



Como el agua es un recurso imprescindible para la vida humana y para el
desarrollo socioecondmico, industrial y agricola, al contaminarse puede plantear un
problema de salud publica. Al respecto, el grupo de expertos sobre aspectos Cientificos
de Contaminaciéon Marina (CESAMP) advierte la necesidad imperativa y urgente de
crear programas de monitoreos continuos de estos ecosistemas acuaticos, especialmente
rios y areas costeras, para obtener informacion que permita disefar planes de control,

ordenacion, manejo y uso de los cuerpos de agua (Taylor, 1993).

En el Estado Sucre, uno de los rios mas importantes, es el rio Manzanares cuya
contaminacién ambiental es bastante acentuada, esto a consecuencia de todas las
actividades que se realizan a lo largo de toda su cuenca: actividad agricola,
asentamientos humanos, empresas que explotan arena del rio, procesadoras de
alimentos, fabricas de licores y mercados de abastecimiento popular, cuyos desechos son
vertidos sin tratamientos a este rio (Marquez, 2002). Las biopeliculas tienen cualidades
magnificas para eliminar elementos contaminantes del ambiente, es por esto que pueden
ser involucradas en la generacion de ambientes bioregenerativos donde el agua, el aire y
los suelos se pudieran utilizar con el fin de no perder estos elementos tan valiosos del

ecosistema (Madigan et al., 1999).

En los tultimos afios, la progresiva degradacion de este ecosistema ha sido
demostrada y las autoridades competentes han hecho caso omiso a las recomendaciones
presentadas por diversos investigadores. En el pais poco han sido los estudios enfocados
a la identificacién y caracterizaciéon de microorganismos productores de biopeliculas
responsables de conferir resistencia a los antimicrobianos; por lo que, el presente trabajo
tuvo como finalidad detectar la produccion de biopeliculas por cepas de Pseudomonas
aeruginosa, aisladas de muestras de sedimento provenientes de la Cuenca del rio
Manzanares ubicado, en la ciudad de Cumand, que influyen en la calidad del agua y que

a su vez pueden ser utilizadas para la biorremediacion del mismo.



METODOLOGIA

Descripcion del area de estudio

La Cuenca del rio Manzanares se ubica en el estado Sucre, Venezuela. Tiene su
nacimiento en el macizo montafioso del Turimiquire, en la cordillera de la costa, a 2 300
m de altitud fluye a lo largo de 300 Km y drena una cuenca de, aproximadamente, 1 000
Km®. Este rio integra, con los rios Neveri y Guarapiche, el sistema fluvial de la costa
oriental venezolana, factor fundamental, tanto en la fundaciéon como en la consolidacion

de la ciudad de Cumana, estado Sucre (figura 1) (Marquez, 2002).
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Figura 1. Cuencas hidrograficas del rio Manzanares, Cumana, estado Sucre.

Muestra
Para la realizacion del presente estudio, se analizaron muestras de sedimento
obtenidas de los bordes u orillas del rio Manzanares de la ciudad de Cumana, estado

Sucre. Las cuales se obtuvieron por duplicado a todo largo y ancho de la Cuenca,



representadas especificamente por diferentes estaciones: Mercado Municipal, los dos

Rios y las Fraguas respectivamente por un periodo de seis meses (febrero — agosto).

Recoleccion y transporte de las muestras

Las muestras de sedimento provenientes de los margenes del rio Manzanares
Cumana, estado Sucre, se recolectaron en envases plasticos estériles (Hagedorn et al.,
1987). Posteriormente, se transportaron al Laboratorio de investigacion Bacteriologica
(LABIB) del Departamento de Bioanalisis de la Universidad de Oriente, Nucleo de
Sucre, se emplearon medidas de asepsia, con el fin de preservar las condiciones

microbiologicas.

Después de transportar las muestras al laboratorio, se procedio a pesar 1 g de la
muestra de sedimento en un tubo prepesado de 10 ml, agregando luego 10 ml de buffer
estéril de sulfato de magnesio (MgSOs4) 0,1 g/mol, con el fin de disolver las bacterias de
las particulas del suelo. A partir de la mezcla anterior se realizaron diluciones seriadas
de la muestra con solucion salina fisioldgica, desde 10" a 10", Posteriormente, a partir
de la dilucién 107, se tomaron alicuotas de 1ml afiadiéndose, en placas estériles
previamente rotuladas, agregando luego 15 ml de agar fundido Infusion Cerebro
Corazon. Las placas fueron incubadas a 32°C por 24 horas (Hagedorn et al., 1987). A
partir de las placas de agar infusién cerebro corazon se procedid a seleccionar las
colonias de interés verificando las caracteristicas macroscopicas como tamafio, forma,
color, olor y produccién de pigmento; luego se realizaron extendidos de las colonias
seleccionadas y se colorearon Gram, observandolas al microscopio para verificar la

presencia de bacilos Gram negativos (Hucker y Conn, 1923).

Siembra
Una vez seleccionadas las colonias presuntivas del género a identificar, estas
fueron resembradas en agar nutritivo y MacConkey, mediante la técnica de siembra por

estrias con asa de platino e incubadas a 32°C por 24 a 48 horas, obteniéndose colonias



aisladas y purificadas, comprobandose la presencia de bacilos Gram negativos lactosa

negativo.

Identificacion bioquimica

La caracterizacion fenotipica de los aislados bacterianos se realizd mediante
pruebas bioquimicas convencionales, segin Koneman et al. (2004), empleando las
siguientes pruebas: Fermentacion de glucosa y lactosa en agar kligler, oxidasa,
motilidad, oxidacion-fermentaciéon de azicares glucosa, maltosa, manitol y sacarosa,

crecimiento a 42°C, hidrolisis de la arginina y descarboxilacion de lisina,

Fermentacion de aztcares

A partir del agar MacConkey, se tomd un inocul6 de las colonias y se procedio a
sembrar en agar kligler para demostrar el caracter no fermentador de azucares, mediante
la técnica de puncion y estrias, y se incubd a 32°C por 24 a 96 horas. La no fermentacion
de los azlicares se verifico por la ausencia en el cambio de color del indicador rojo de

fenol.

Oxidasa

La produccién de la enzima citocromo-oxidasa es una prueba que permite
diferenciar a Pseudomonas de los miembros oxidasa negativos de las Enterobacterias.
Para esta prueba se utilizo el reactivo dihidrocloruro de tetrametilparafenilendiamina al
1%, dispensando unas gotas en papel filtro Whatman n® 5 y luego, con un palillo de
madera, se coloco una colonia caracteristica, tomada a partir del crecimiento en agar
nutritivo. La aparicion de un color purpura en un lapso de 20 segundos, indicé una

reaccion positiva sugestiva de especies del género Pseudomonas.

Motilidad
Se realizO mediante la siembra por puncién en agar motilidad. Esta prueba
determina la capacidad movil por parte de los microorganismos. La lectura inicial se

realizd a las 24 a 48 horas. La positividad de la prueba se evidencié mediante la



presencia de turbidez y la negatividad de la prueba (sin motilidad) por la ausencia de

turbidez alrededor de la puncidon, manteniéndose el medio claro alrededor.

Oxidacion de Azucares

La oxidacion de los azicares glucosa, manitol, maltosa y sacarosa se
evidencié mediante la inoculacion por duplicado en tubos que contenian medio basal
oxidacion— fermentacion (O/F), con 1% de carbohidratos, de los cuales uno se sell6 con
parafina liquida estéril. Esta prueba se incubd a 32°C por 24 a 96 horas. Las
reacciones oxidativas se evidenciaron por un cambio del indicador de verde a

amarillo debido a la presencia de acido, en la parte superior del medio inoculado.

Descarboxilacion de la lisina

Esta prueba permite medir la capacidad enzimatica de las bacterias para
descarboxilar lisina y formar una amina. Se inoculdé el medio con el microorganismo a
estudiar, y los tubos fueron sellado con parafina liquida para proporcionar un ambiente
anaerdbico y se incubaron a 32°C por 24 a 96 horas. La positividad de la prueba se
evidencid al observarse el color purpura en el medio y la negatividad por la observacion

de un color amarillo.

Hidrodlisis de la arginina

Esta prueba demuestra si las bacterias en estudio son capaces de hidrolizar el
aminoacido arginina través del sistema arginina dihidrolasa. Se inoculd el medio
arginina con el microorganismo de interés, y los tubos fueron sellados con parafina
liquida para proporcionar un ambiente anaerébico y controlar el pH del medio,
luego se incubaron hasta por 4 dias a 32°C. La positividad de la prueba se
evidencio al observarse el color purpura en el medio y la negatividad, por la

observacion de un color amarillo.
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Crecimiento a 42°C

Constituye una prueba diferencial entre las especies de Pseudomonas, a través
de esta se verifico la capacidad de las bacterias de crecer a altas temperaturas. Se realizd
por medio de la siembra de las cepas de interés en agar MacConkey, y posteriormente se

incubaron a 42°C durante 24 horas.

Determinacion de la presencia de exopolisacaridos para la formacién de
biopeliculas a través del metodo del agar rojo congo:

Una vez identificada la especie bacteriana se procedi6 a realizar una suspension
bacteriana, la cual se incub6 a 32°C por 24 horas y posteriormente se sembrod por
estrias en cada unas de las placas de agar nutritivo con 0,025% del indicador rojo
congo, el cudl induce una morfologia colonial caracteristica de las cepas segin
produzcan o no exopolisacaridos, las placas fueron incubadas a 32°C por 18 - 24 horas.
En esta técnica las células bacterianas tienen la habilidad de unirse al pigmento, mientras
que el exopolisacarido mucoide no y por lo tanto las cepas productoras de este material

no se tifien con el indicador rojo congo (Bravo et al., 2005).

Determinacion de la adherencia y formacion de biopeliculas a través del método de
Safranina en tubo o macrométodo en tubo

La bacteria en estudio fue inoculada en 2 ml del medio infusién cerebro-corazéon
contenido en un tubo de ensayo de vidrio, luego esta suspension bacteriana se incubd
por 24 horas a 32°C, posteriormente se procedid a eliminar el contenido del tubo y se
colocaron 2 ml de safranina al 1%; el tubo se roto cuidadosamente durante 3 minutos a
temperatura ambiente para asegurar una tincion uniforme del material adherido a las
paredes; posteriormente se elimind el contenido y se lavo el tubo con agua destilada dos
veces; finalmente los tubos se dejaron secar. Se consider6 la prueba positiva cuando se
observé la formacion de una pelicula tefiida en la superficie interna del tubo que se

cuantifico en cruces (+), segun el método descrito por Christensen et al. (1982).

Para el control de calidad de las técnicas empleadas en la determinacion de
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exopolisacarido se utiliz6 una cepa certificada de Pseudomonas aeruginosa P001 del
Instituto de microscopia electronica “Dr Ernesto palacio” de la Universidad de los

Andes.

Prueba de susceptibilidad a antimicrobianos

Para la realizacion de la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos se
empled el método de difusion en agar descrito por Bauer et al. (1966). El procedimiento
se llevd a cabo de la siguiente manera: se inocularon de 4 a 5 colonias aisladas del
microorganismo identificado en 4,5 ml de solucion salina fisiologica al 0,85% hasta
observar turbidez ajustandolo con un patron 0,5 de la escala de Mac Farland. Luego se
humedecioé un hisopo de algodoén estéril con la suspension bacteriana eliminandose el
exceso de material en las orillas del tubo de ensayo, por tltimo se procedi6 a diseminar
sobre la superficie de la placa de agar Miieller Hinton en tres direcciones. Se dejo
secar de 3 a 5 minutos y luego, se procedio a colocar los discos de antibioticos de
eleccion: ceftazidimida (30 pg), gentamicina (10 pg), piperacilina (100 pg),
piperacilina/tazobactam (100/10 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg),
ciprofloxacina (5 pg), tobramicina (10 pg) y aztreonam (30 pg), todos de la marca
comercial OXOID. Las placas se incubaron a 32°C durante 24 horas en aerobiosis, al
cabo de este tiempo se procedid a realizar la lectura de los halos de inhibicion. Esto
permitié dependiendo del tamafio y siguiendo los valores de referencia clasificarlos en
sensible (S), intermedio (I) y resistente (R), segin las categorias establecidas
internacionalmente por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios, del inglés,

Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2007).

Los resultados de resistencia y sensibilidad bacteriana permitieron agrupar estas
cepas en fenotipos diferentes, tomando en consideracion los patrones de susceptibilidad
expresados por cada una de ellas, de esta forma se ubicaron dentro de un mismo fenotipo

comun y se designo para su clasificacion en numeros romanos.
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Para el control de calidad de los discos de antibidticos utilizados se empled la

cepa control Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Analisis de datos

Los resultados obtenidos fueron expresados en tablas y/o graficos de frecuencia.
Los patrones de susceptibilidad antimimicrobiana fueron expresados en porcentajes de
resistencia y sensibilidad. Para relacionar la formacion de biopeliculas y los perfiles de

resistencia se aplico el andlisis Anova (Sokal y Rohlf,1980).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los cultivos puros no existen en el medio natural, sino que los microorganismos se
combinan en grandes colonias limosas donde los diversos individuos establecen

relaciones y dependencias (Wimpenny, 2000).

Los analisis microbiologicos en las muestras ambientales permitieron la
identificacion de 18 cepas, obteniéndose 16 cepas (88,89%) de Pseudomonas.
aeruginosa 'y 2 cepas (11,11%) de Pseudomonas sp., provenientes de la gran
biodiversidad del rio (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas sp. provenientes de
muestras de sedimento de los margenes del rio Manzanares. Cumana, estado Sucre.

Microorganismo Ne Porcentajes
Pseudomonas aeruginosa 16 88,89%
Pseudomonas sp. 2 11,11%
Total 18 100,00%

N°: nimero total de aislados.

Pseudomonas aeruginosa, constituye uno de los grupos microbianos mas
abundantes en la naturaleza, distribuidas en aguas, plantas e intestino de animales, pero
particularmente se encuentran como constituyentes de la microflora del suelo (Hardalo
y Edberg, 1997). Ha sido involucrada tanto en la actividad desnitrificante del suelo como
en los procesos de patogenicidad oportunista en el hombre (Govan, 1996), esta bacteria
es capaz de procesar, integrar y reaccionar a una amplia variedad de condiciones
cambiantes en el medio ambiente, ademas de presentar una alta capacidad de reaccion a
sefales fisico quimicas y biologicas (Arraiz, 2001). Asi mismo este microorganismo
excreta ciertos glicolipidos con actividad tenso activa que posee aplicacion potencial en

el area médica, ambiental y en la industria petrolera (Stoodley et al., 1999).

Los resultados obtenidos en el presente estudio son similares a los reportados
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Lochs et al. (2004), en el cual aislaron 47 cepas de Pseudomonas aeruginosa
provenientes de aguas subterraneas, superficiales y de red. Por otro lado Albarado y
Flores (2008), reportaron 24 aislados de Pseudomonas aeruginosa provenientes de
muestras de suelo. Este microorganismo se encuentra ampliamente distribuido en la
naturaleza; en ambientes acuosos esta bacteria es capaz de adhiere a superficies,

produciendo una especie de agregado llamado biopeliculas.

En la figura 2, se puede observar que el perfil bioquimico de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa, se mantuvieron homogéneas en la mayoria de las cepas,
que se refleja en el 100,00% de positividad de las pruebas oxidasa, motilidad,
crecimiento a 42°C y OF glucosa, ademas de la descarboxilacion de la arginina
con 75,00% de cepas positivas. Las pruebas que menos se ajustaron al perfil tipo
para la identificacion de bacilos Gram negativos no fermentadores ( BGNNF)
fueron: descarboxilacion de lisina (31,25%), OF sacarosa (31,25%) OF maltosa
(43,75%) y OF manitol (25,00%); Estos resultados se ajustan a los patrones de
identificacion para BGNNF descritos por Koneman et al. (2004), corroborando que
las  cepas de Pseudomonas aeruginosa poseen las mismas caracteristicas de

identificacion tanto en ambientes naturales como hospitalarios.
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Figura 2. Perfil bioquimico de aislados de Pseudomonas aeruginosa provenientes del
rio Manzanares de la ciudad de Cumana, estado Sucre.
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La resistencia bacteriana observada en los 16 aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa, muestra que el mayor porcentaje fue para aztreonam (56,25%), seguido
de gentamicina (43,74%) y tobramicina (37,50%). Con respecto a los
antimicrobianos ceftazidime, piperacilina, meropenem Yy piperacilina/tazobactam
18,75% de las cepas fueron resistentes a los mismos. En el caso del imipenem solo el
12,50% de las cepas presentd resistencia y el 6,25% de estas fue resistente a la

ciprofloxacina (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentajes de susceptibilidad antimicrobiana de aislados de Pseudomonas
aeruginosa provenientes de muestras de sedimento de los margenes del rio Manzanares,
Cumana, estado Sucre.

Antimicrobianos N° % Resistencia N° % Sensibilidad
Ciprofloxacina 1 6,25 15 93,75
Ceftazidime 3 18,75 13 81,25
Piperacilina 3 18,75 13 81,25
Aztreonam 9 56,25 7 43,75
Gentamicina 7 43,75 9 56,25
Tobramicina 6 37,50 10 62,50
Meropenem 3 18,75 13 81,25
Imipenem 2 12,50 14 87,50
Piperacilina/tazobactam 3 18,75 13 81,25

N|°: numero de cepas.

La resistencia mostrada por estas cepas de Pseudomonas aeruginosa, frente al
aztreonam, puede deberse a la presencia de mecanismos de resistencia como el aumento
de la expulsion del antibiotico mediada por la activacion de las bombas de eflujo, 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). Por otro parte
Livermore (2002), sefiala que la resistencia a los aminoglucoésidos pudiera estar asociada
a la disminucion de la permeabilidad del antibidtico a través de la membrana externa

debido a la disminucion en la expresion de las porinas. Sin embargo, en el presente
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estudio no se determind cudl o cudles de estos mecanismos estuvieron implicados en la

resistencia a estos antimicrobianos.

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo que presenta resistencia a la
mayoria de los antimicrobianos, es por ello que ha sido objeto de numerosas
investigaciones (Arraiz, 2001). Losch et al. (2004), determinaron la susceptibilidad
antimicrobiana en cepas de Pseudomonas aeruginosa de origen ambiental, encontrando
altos porcentajes de sensibilidad frente a los carbapenemos (97,80%), ceftazidima
(100,00%) y ciprofloxacina (100,00%), ademas de reportar elevados porcentajes de
cepas resistentes a la gentamicina (27,00) y tobramicina (23,00). Por otro lado, estudios
realizados por Lujan et al. (2008) encontraron que el 62,00% de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa provenientes de muestras nosocomiales presentaron
resistencia al aztreonam. Estos resultados son similares a los obtenidos en el presente
estudio, donde se observaron altos porcentajes de sensibilidad antimicrobiana a la

mayoria de los antibidticos empleados.

En América Latina se evidencia que la resistencia antibidtica en Pseudomonas
aeruginosa a los agentes de mayor uso en ¢l tratamiento de las infecciones producidas
por este germen, se ha incrementado significativamente en un corto periodo de tiempo
(Andrade et al., 2003). La sensibilidad que presentaron estas cepas ante los diversos
agentes antimicrobianos, puede deberse al tipo de ambiente donde se desarrollan, ya que

no estan en constante contacto con antibioticos.

Seglin un informe publicado por el Organismo Internacional Alianza para el uso
prudente de antibidticos, plantea que la resistencia de las bacterias continua siendo un
problema serio en el mundo y particularmente en Latinoamérica, donde numerosos
factores contribuyen a ello, los datos de susceptibilidad de antibidticos son escasos y la
vigilancia de resistencia no esta disponible en todos los paises (Mata, 2002). Esta
publicacion difiere de la obtenida en el presente estudio donde los datos de sensibilidad

resultaron ser los idoneos y esperados cuando se aplica un tratamiento antimicrobiano.
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Sin embargo, es importante destacar que estas cepas que mostraron un alto porcentaje de

sensibilidad, son de origen ambiental.

Los resultados de resistencia y sensibilidad bacteriana permitieron agrupar estas
cepas en 7 fenotipos diferentes, siendo el mas frecuente el fenotipo II. La diferencia en
algunos casos estuvo demarcada por variaciones de uno o dos antibidticos entre los
perfiles. El 62,50% de las cepas fue resistente a dos o mas antibiodticos, a excepcion de
las cepas clasificadas en el perfil II que fueron sensible a todos los antibidticos de
eleccion. Los fenotipos que se presentaron con mayor frecuencia fueron el 1y II, los
cuales se encontraron en tres y seis cepas, respectivamente; también se observo que los
fenotipos no fueron especificos de una sola estacion, es decir, un solo fenotipo pudo

estar presente en cualquiera de las tres estaciones (Tabla 3).

Tabla 3. Patrones fenotipicos de susceptibilidad en aislados de Pseudomonas
aeruginosa provenientes de muestras de sedimento de los margenes del rio Manzanares,
Cumana, estado Sucre.

ANTIMICROBIANOS
FENOTIPO N CIP CAZ PIP ATM GM NN ME IPM TZP

S N
| 3 S S S R S S S S S
I 6 S S S S S S S S S
1 1 S R S R R S R S R
v 2 S S S R R R S S S
\Y 1 S S S S R R S S S
Vi 1 S S R R R R S S S
Vil 2 R R R R R R R R R

N: nimero total de cepas, CIP: Ciprofloxacina, CAZ: Ceftazidime, PIP: Piperacilina, ATM: Aztreonan,
GM: Gentamicina, NN: Tobramicina, MEM: Meropenem, IPM: Imipenem, TZP: Piperacilina/tazobactan.

En el fenotipo VII se pudo observar que las dos cepas incluidas en este,
presentaron resistencia a todos los antimicrobianos de eleccidén y no fueron capaces
de producir exopolisacarido; esta resistencia pudiera estar asociada a la
procedencia de estas cepas, ya que fueron aisladas en la estacién 1 (Mercado
Municipal), cuya contaminacién es bastante acentuada. Por otro lado, la producciéon

de exopolisacarido pudo verse afectada por factores ambientales, que impidieron la

18



unién de las células bacteriana a la superficie, también pudo haber influido errores
en las técnicas empleadas en el presente estudio como: preparacion del agar rojo
congo, pH de este medio de cultivo, limpieza de los tubos de ensayos y tiempo de

incubacion.

Al determinar la presencia de exopolisacarido para la formacion de biopeliculas a
través del método del agar rojo congo, se observo que de las 16 cepas en estudio, 14
resultaron ser productoras de exopolisacarido (87,50%), representadas por colonias
blancas y solo 2 cepas mostraron colonias rosadas (12,50%), considerando a estas cepas

como no productoras de exopolisacarido (Figura 2).

-

Figura 3. Produccion de exopolisacarido determinadas a través del método del agar
rojo congo en cepas de Pseudomonas aeruginosa provenientes de muestras de
sedimento de los margenes del rio Manzanares, Cumana, estado Sucre. Morfologia
tipica de las colonias de Pseudomonas aeruginosa por el método del agar rojo congo.
A): Colonias rosadas (no formadoras de biopeliculas), B): Colonias blancas
(formadoras de biopeliculas).

La siembra en agar rojo congo induce una morfologia colonial caracteristica de las
cepas segun produzcan o no exopolisacaridos y la produccion de este compuesto es un
importante factor de virulencia en Pseudomonas aeruginosa, ya que esta bacteria tiene la
capacidad de producir esta matriz que es la que interactia con el medio externo (Callico
et al., 2003). El crecimiento de las colonias blancas en el agar rojo congo, sugiere un

incremento en la produccion de exopolisacarido, lo que previene la toma del colorante,
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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 Pseudomonas 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 rojo
congo, ya que la capa de exopolisacarido que las recubre imposibilita este efecto y
este compuesto es precisamente el que le confiere un alto grado de virulencia,
debido a que le permite crecer tanto en tejidos vivos como inertes (Costerton et al.,

1999).

Algunas 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 liquido, que es el principal factor que afecta tanto a las especies
moéviles como inméviles, la hidrofobicidad, ya que la carga de la superficie también
influye en la adhesion bacteriana, la temperatura, el pH, la salinidad y la concentracion
de oxigeno, también interfiere en cada una de las etapas de formacién de las biopeliculas
bacterianas (Kraigsley et al., 2002). Un 95,00-99,00% de los microorganismos se
desarrollan formando biopeliculas, ya que en la naturaleza, la vida microbiana esta
estructurada como una asociacion en lugar de células planctonicas u organismos

flotando libremente (Herrera, 2004).

El Instituto Nacional de Salud de EE.UU publicé que mas del 60% de todas las
infecciones microbianas son causadas por cepas formadoras de biopeliculas, de igual
manera se les atribuye el 60% de las infecciones nosocomiales; incrementando la
estancia hospitalaria, los costos de atencion y la morbilidad y mortalidad; sin embargo,
la presencia de biopeliculas no siempre acarrea problemas; el hecho de que estas
organizaciones degraden materia orgdnica y ambiental, ha impulsado a los
microbidlogos y ambientalistas a utilizarlas en todos los campos donde se requiera

biorremediar (Herrera, 2004).
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Debido a los escasos estudios realizados sobre microorganismo formadores de
biopeliculas proveniente de muestras ambientales, fue necesario comparar dichos
resultados con cepas de origen nosocomial, encontrdndose que la formacion de
biopeliculas es independiente de las variaciones morfologicas y de los patrones de

resistencia.

Callico et al. (2004) reportaron 72,00% de cepas de Pseudomonas aeruginosa
formadoras de colonias blancas, estos resultados coinciden con los del presente estudio
donde el 87,50% de las cepas fueron formadoras de biopeliculas a través de este método. En
este mismo orden de ideas, Bravo et al. (2005) reportaron altos porcentajes (75,00%) de
cepas de Plesiomonas shigelloides formadoras de biopeliculas, evidenciadas a través de la
produccion de las tipicas colonias blancas en agar rojo congo. Es importante mencionar que
las cepas utilizadas por estos autores son de tipo clinico y no ambiental, corroborando de
esta manera que las bacterias pueden formar biopeliculas en todo tipo de habitat, bien sea

con el fin de crear resistencia o de sobrevivir a un determinado ambiente.

La produccion de exopolisacarido en cepas de Pseudomonas aeruginosa, también
fueron evaluadas por el método de la safranina en tubo, obteniéndose los siguientes
resultados: de las 16 cepas en estudio, 14 (87,50%) fueron capaces de formar anillos
alrededor del tubo de ensayo, indicando la produccion de exopolisacarido por estos
microorganismos, lo cual beneficia a estas bacterias durante adhesion a diferentes
superficies inertes y a otras células, sin embargo, sélo 2 cepas (12,50%) no fueron
capaces de formar los anillos, por lo tanto, se consideran como no productoras de
exopolisacarido. El tamafio de los anillos formados por estas cepas fue designado a

través de cruces (+) (Figura 4).

Los microorganismos comunmente se adhieren a superficies tanto vivas como
inertes; para tal fin, estos se valen de estructuras celulares superficiales como: fimbrias,
lipopolisacaridos extracelulares (LPS), los polimeros extracelulares (EPS), flagelos y

otras proteinas (Herrera, 2004). Una vez que los organismos entran en contacto con la
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superficie, cualquier posible interaccion esta gobernada por reglas fisico-quimicas y
biologicas (Betancourt et al, 2004), que van a modular la regulacion de genes que ocurre
en el interior de la célula microbiana, es decir, para que los microorganismos puedan
colonizar y asociarse con el sustrato, deben vencer ciertas caracteristicas del medio
como: la velocidad del flujo adyacente a la superficie y la repulsion hidrostatica inicial

que se establece entre la célula y la superficie (Dolan, 2002).

Figura 4. Produccion de exopolisacarido determinadas a través del método de la
safranina en tubo en cepas de Pseudomonas aeruginosa provenientes de muestras
sedimento de los margenes del rio Manzanares, Cumana, estado sucre. A): bacteria

no formadora de biopeliculas, B): bacteria formadora de biopeliculas.

Durante el proceso de formacién de las biopeliculas, los flagelos ademas de servir
como adherentes a las superficies, estan encargados de vencer la fuerzas de repulsion
inicial, mientras que los polimeros de superficie con sitios no polares como las fimbrias
y componentes de ciertas bacterias Gram negativas (Acido micoélico) parecen dominar la
adhesion a sustratos hidrofobicos y los polimeros extracelulares (EPS) y los
lipopolisacaridos son mas importantes en la adhesion a sustratos hidrofilicos (Lasa et al.,
2005). Sin embargo, aunque la motilidad y la presencia de flagelos ayudan al proceso
adhesion bacteriana a distintos sustratos, esto no parece ser un requisito esencial,
muchas bacterias Gram positivas inmoviles como Estafilococos, Estreptococos y
Micobacterias, son capaces de formar biopeliculas, utilizando proteinas de superficie

(AtIE, Bap, Esp) en la primera etapa de adherencia (Cucarella et al, 2001).
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Se han empleado diferentes métodos para evaluar la produccion de biopeliculas, en
la actualidad las técnicas mas utilizadas son el micrométodo en placa de microtitulacion

y el método de safranina en tubo, siendo este ultimo el empleado en el presente estudio.

Las cepas aisladas en las tres estaciones originaron exopolisacarido en cantidades
variables, identificadas por la formacion de un anillo, cuya produccion fue por el grosor
del anillo formado en el interior de las paredes del tubo de ensayo. En la estacion 1
(Mercado municipal) se observé que las cepas formaron todos los anillos de produccion
de exopolisacarido y también la no produccion por parte de algunas bacterias de este
material; los anillos caracteristicos de esta estacion fueron los de cuatro cruces (++++)
en las cepas 05, 013 y 016, mientras que el de tres cruces (+++) solo lo formo la cepa
02, seguido de los anillos de dos cruces(++) en las cepas 04, 06, 010 y 015; la de una
cruz (+) se evidencio en el aislado 014 vy las cepas 021 y 022 no formaron el anillo
caracteristico, considerando a estos microorganismos como no productores de

exopolisacérido.

En la estacion 2 (Los dos rios), estuvo representada por las cepas 017, 018, 019 y
020 solo formaron anillos de dos cruces (++); y por ultimo en la estacion 3 (Las fraguas)
solo se identifico una sola cepa de Pseudomonas aeruginosa la 012, la cual formo un
anillo de tres cruces (+++). El anillo formado con mayor frecuente fue el de dos cruces

(++), identificado en 8 cepas, provenientes de las estacion 1 y 2 respectivamente.

Es importante mencionar que la estacion 3 se encuentra mas alejada de los caserios
y de las actividades recreacionales ejercidas por el hombre,, a diferencia de las estacion
2 que se encuentra cerca de un balneario utilizado con fines recreacionales y la estacion
1 se encuentra detras mercado municipal, presentando mayor grado de contaminacion
debido a todas las actividades que se realizan alrededor del mismo, esto explicaria por
qué se obtuvieron 11 aislados Pseudomonas aeruginosa en el mercado municipal, 4 en

los dos rios y solo una en las fraguas .
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El método de la safranina en tubo es una prueba semicuantitativa, la cual presenta
subjetividad y discrepancia en la lectura e interpretacion de sus resultados, por lo cual
fue necesaria la valoracion en por lo menos cuatro oportunidades, (Mattar et al., 2006).,
Estudios realizados por Moreno y Ruiz (2007) encontraron que el 63,82% de las cepas
de Sthaphylococcus epidermidis provenientes de muestras de pacientes con
blefaroconjuntivitis formaron anillos en los tubos de ensayos, indicando la produccion
de exopolisacarido. Estos resultados son similares a los obtenidos en el presente estudio,
donde (87,50%) de cepas

exopolisacarido por el método de la safranina en tubo, lo que permitié corroborar la

se encontraron altos porcentajes productoras de

asociacion de dicha caracteristica con la adherencia bacteriana.

Las bases genéticas de la formacion de biopeliculas en las cuales los flagelos y
pilis son utilizados, han sido ampliamente documentados para algunas especies
bacterianas incluyendo Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae
(Pratt y Kolter, 1998; O’Toole y Kolter, 1998; Watnitck y Kolter 1999). La motilidad,
otorgada por flagelos, ayudaria a la bacteria a alcanzar la superficie en las etapas
iniciales de la adhesion, siendo su funcion principal vencer las fuerzas de repulsiéon mas

que actuar como adherente (Lasa et al., 2005).

Tabla 4. Relacion de la formacion de biopeliculas con el perfil de susceptibilidad de las
especies de Pseudomonas aeruginosa aisladas de muestras de sedimento de los
margenes del rio Manzanares de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Pseudomonas aeruginosa Cepas Cepas N° total de Valor P
Sensibles Resistentes cepas

FB 11 3 14 0,0142*

NB 0 2 2 0,0200%*

P<0,05 *Diferencias significativas, FB: formadoras de biopeliculas, NF: No formadoras de biopeliculas.

Al relacionar la formacion de biopeliculas de los aislados provenientes de la
cuenca del rio Manzanares con los perfiles de susceptibilidad, a través de la prueba
Anova, se obtuvieron, diferencias significativas (P < 0,05), lo que nos indica que la

produccion de biopeliculas puede presentarse en cepas de Pseudomonas aeruginosa y en
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otras no, indistintamente de que sean resistentes o no al antimicrobiano, en el caso
especifico de las cepas estudiadas, provenientes de ambientes naturales. Estos datos
permiten inducir que estas cepas forman estos agregados celulares como mecanismos de
proteccion contra las influencias exdgenas dafiinas presentes en este medio acuoso, para
permanecer en este ambiente y no con el fin de crear resistencia frente antimicrobianos;

como en el caso de las cepas de origen nosocomial.

Entre los beneficios atribuidos a los exopolisacaridos bacterianos como parte
integral de su estructura organizacional, se destaca que actian como mecanismos de
concentracion de nutrientes (Gilbert et al., 1997), previenen el acceso de ciertos agentes
antimicrobianos o restringen la difusion de los antibidticos al interior de estos (Danese et

al., 2000).

El proceso de formacion de las biopeliculas también se encuentra regulado por un
sistema de sefales quimicas denominado Quorum sensig, el cual es el encargado de
mantener la estabilidad dentro de la estructura de las biopeliculas, a través de la expresion
de ciertos genes, ya sea por expresion o represion de los mismos; ayudando a la
adaptacion y virulencia de Pseudomonas aeruginosa a su ambiente (Arraiz, 2001). Esto
explicaria por qué las células de vida plancténica se comportan diferentes a los
microorganismos que se encuentran en biopeliculas, con respecto a la tasa de crecimiento

y habilidad para resistir a tratamientos antimicrobianos (Rivera y Mendéz, 2005).

En los ambientes acuoso este microorganismo se adhiere a superficies produciendo
una especie de agregado llamado biopeliculas, con el fin de protegerse y sobrevivir a
estas condiciones adversas, y a su vez son empleadas para mejorar las condiciones de un
sistema contaminado (Costerton et al., 1994); por todas estas propiedades, no es
sorprendente que Pseudomonas aeruginosa se considere como un paradigma de
versatilidad metabolica y claves en el reciclado de materia organica en los
compartimientos aerdbicos de los ecosistemas, jugando un papel esencial en la mejora y

mantenimiento de la calidad medioambiental.
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CONCLUSIONES

Se aislaron cepas de Pseudomonas aeruginosa en las diferentes estaciones
estudiadas, las cuales fueron identificadas a través de métodos bioquimicos

convencionales.

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa presentaron diferentes perfiles de

resistencia, con variaciones de uno o mas antimicrobianos entre ellos.

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa fueron sensibles a la mayoria de los

antibioticos empleados excepto a gentamicina, tobramicina y aztreonam.

Se demostréo la produccion de biopeliculas en catorce de los aislados de
Pseudomonas aeruginosa determinados por el método del rojo congo y el método

clasico de la safranina en tubo.
Los patrones de resistencia de las cepas estudiadas, no estuvieron relacionados con

la formacion de agregados celulares o biopeliculas, ya que tanto las cepas resistentes

como sensibles a los antibidticos de eleccion fueron capaces de formar biopeliculas.
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