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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la produccion de
bacteriocinas en bacterias pertenecientes al género Klebsiella, aisladas de muestras de
agua provenientes de las cuencas alta, media y baja del rio Manzanares del estado
Sucre. Para la identificacion de las cepas se realizdo la caracterizacion, tanto
macroscopica como microscopica, de las colonias de interés, asi como, también
pruebas bioquimicas convencionales; las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
se realizaron por el método de difusion en agar, la produccion de bacteriocinas se
realiz6 aplicando la técnica de doble capa en agar LB, y se emplearon como cepas
indicadoras tales como: B. subtilis CVCM 591, E. coli K-12 CVCM 178, P.
aeruginosa CVCM 787 y S. aureus CVCM 636 y, ademas, cepas de otros géneros
provenientes del rio. Se aislo un total de 101 cepas bacterianas, de las cuales, 29 se
identificaron como Staphylococcus, 21 Aeromonas, 23 pertenecieron a la familia
Enterobacteriaceae, 16 Pseudomonas y 12 BGNNF. De las cepas de enterobacterias,
8 correspondieron al género Klebsiella. 56,52% de las cepas de enterobacterias
resultaron resistentes a cefalotina; 30,43% a ciprofloxacina, un y 4,35% a ceftazidima
y aztreonan, respectivamente; Para cefoperazona, imipenem y amikacina las cepas
presentaron un 100% de sensibilidad. Ninguna de las especies de Klebsiella
estudiadas presentaron produccidon de bacteriocinas al hacerla actuar contra cepas
indicadoras y con algunas de las aisladas del rio, solo las cepas controles (K.
pneumoniae CVCM 797, K. pneumoniae, CVCM 799 y K. pneumoniae CVCM
800), presentaron efecto antagdnico contra las cepas indicadoras; esto pudo deberse a
que esta caracteristica es expresada en su mayoria por la especie K. pneumoniae, las
cuales no fueron halladas en la investigacion.
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INTRODUCCION

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo de bacterias Gram negativas
que contiene mas de 30 géneros y mas de 100 especies, presentan morfologia de
bacilos o cocobacilos. Los miembros de esta familia forman parte de la microbiota
del intestino (llamados coliformes), de otros organos del ser humano y de otras
especies animales. Algunas especies pueden vivir en tierra, en plantas o en animales
acuaticos; y algunos géneros como Salmonella, Shigella, y Yersinia son
enteropatdgenos humanos importantes (Ocafia et al., 2007). Con frecuencia se
emplean especies de Enterobacteriaceae en la bio-industria: en la produccion de
alcoholes, produccion de toxinas, en la industria cosmética, en la fabricacion de

agente antimicrobianos, vacunas, entre otros (Huang et al., 2002).

En 1985, Trevisan designé al género Klebsiella en honor del microbidlogo
aleman Edwin Klebs, quien describio la especie Klebsiella pneumoniae en 1887.
Historicamente, las especies de Klebsiella, como las de muchas otras bacterias, se
establecieron basdndose en su patologia o en su origen. Debido a esto, su
nomenclatura ha estado sujeta a cambios con nuevas propuestas en su denominacion,

sinonimas de otras ya propuestas (Izquierdo, 2003).

El género Klebsiella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, agrupa a
bacilos Gramnegativos inmoéviles, aerobios y quimioorganotrofos, que poseen una
capsula prominente de polisacarido; esta capsula cubre la superficie entera de la
célula, lo que explica el aspecto grande del organismo, y proporciona resistencia
contra muchos mecanismos de defensa del medio ambiente y del hospedador; se
localizan en el suelo, agua, tracto digestivo y respiratorio de los humanos y otros

animales (Andrade y Silva, 2004).



Este género retine a las especies K. pneumoniae, K. oxytoca, K. planticolay K.
terrigena. La de mayor importancia epidemioldgica es K. pneumoniae, con tres
subespecies denominadas K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp.
ozaenae y K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. Las especies del género Klebsiella
son bacterias negativas al indol (excepto K. oxytoca), positivas con la reaccion de
Voges-Proskauer, capaces de crecer en un medio con cianuro de potasio (KCN) y en
medios con citrato como unica fuente de carbono. Todas las especies fermentan la

lactosa y ninguna es productora de acido sulfthidrico (Chaves, 2002).

Generalmente, las especies de este género son causantes de infecciones en el
tracto respiratorio, urinario y gastrointestinal humano, tanto en pacientes sanos como

en aquellos con diferentes situaciones de inmunodepresion (Fox, 2006).

Dentro de los habitats predilectos de este género bacteriano se encuentra el
agua, pudiendo estar alli de forma natural o por procesos de contaminacion, ya que
las concentraciones poblacionales hacen que los desechos generados por las
actividades sociales y productivas se manifiesten con mayor incidencia y peligro en el
medio ambiente, como la deposicion de excretas por parte de seres humanos y
animales, vertido de aguas residuales por parte de las industrias, entre otros (Rosas et

al., 1994).

Los miembros del género Klebsiella expresan tipicamente 2 tipos de antigenos
en la superficie de la célula. El primero es el antigeno lipopolisacarido (antigeno O);
el otro es un polisacarido capsular (antigeno K), ambos antigenos contribuyen a su
patogenicidad. Existen cerca de 77 antigenos K y 9 antigenos O. La variabilidad
estructural de estos antigenos forma la base para la clasificacion en varios serotipos,

cuya virulencia es similar en todos los serotipos (Andrade y Silva, 2004).



La presencia de la capsula, de naturaleza polisacarida, le confiere al género
Klebsiella resistencia al medio ambiente, permitiendo su multiplicacion; estas
bacterias también poseen una actividad cambiante, permitiendo la existencia de una
multitud de variadas cepas, muchas de las cuales producen beta-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) y que son las responsables de su resistencia a los B-
Lactamicos; ademads, cada cepa presenta perfiles de resistencia variable a diferentes

agentes antimicrobianos (De la Parte et al., 2001; Izquierdo, 2003).

Otro mecanismo relacionado con la virulencia y la patogenicidad del género
Klebsiella es la produccion de bacteriocinas, las cuales son sustancias de naturaleza
proteica, que actuan como bactericidas, sintetizadas por algunas bacterias, asi como
también, actuan sobre otra cepa de la misma especie o especies relacionadas,
manteniendo un equilibrio entre diferentes poblaciones en un mismo ambiente. Las
bacteriocinas son fenotipicamente analogas a los factores de destruccion de las
levaduras y el Paramecium, y poseen diversidad estructural, funcional y ecologica

(Harnett y Gyles, 1984).

Las bacteriocinas estan constituidas por un componente proteico esencial y
dependiendo del tipo de bacteriocinas, se unen carbohidratos, lipidos, fosfatos y
DNA,; la informacion genética para codificar las bacteriocinas puede estar localizada
en cromosomas, plasmidos o ambos. Ademas del gen estructural que codifica la
bacteriocina, existen otros elementos genéticos importantes que incluyen al gen que
codifica la toxina, el de inmunidad, el cual codifica una proteina que confiere
inmunidad especifica a la célula productora, mediante unidén e inactivacion de la
toxina; y un gen de lisis, el cual codifica una proteina involucrada en la liberacion de

la bacteriocina (Pitt y Gaston, 1995; Sanchez, 2006; Cascales et al., 2007).

El mecanismo de accion de las bacteriocinas es muy diverso, puede involucrar



bloqueos metabolicos, cambios de permeabilidad en la membrana celular, dafio o

degradacion de DNA, entre otros (Harnett y Gyles, 1984).

En base a su modo de accidn, las bacteriocinas han sido clasificadas en dos
grupos: bacteriocinas enzimaticas y las formadoras de canales. Las primeras
destruyen a las células sensibles por degradacion de su DNA o inhibicién de la
sintesis proteica. Las segundas ejercen su efecto letal mediante la formacion de
canales 16nicos, dependientes de energia en la membrana citoplasmatica de la célula
sensible (Braun et al., 1994).

Otro modo de accién de las bacteriocinas fue estudiado en una microcina
(bacteriocina de bajo peso molecular) producida por K. pneumoniae, la microcina
E492, la cual tiene un efecto antibiotico y actiia sobre bacterias de la familia
Enterobacteriaceae; ademas de su efecto antibidtico, esta bacteriocina produce un
efecto citotoxico sobre algunas lineas celulares humanas mediante la induccion de la

apoptosis (Hentz et al., 2002).

En otro estudio sobre las bacteriocinas de K. pneumoniae, en los que se
estudian cepas productoras de las mismas, se comprobd que ésta ejerce cierta
actividad inhibitoria sobre bacterias como Salmonella sp., Shigella sp., Escherichia
coli, Citrobacter sp., Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes y Enterobacter

cloacae (Castillo, 1979).

Segtin Koneman et al. (2004), en las aguas existe, en forma natural, una amplia
variedad de microorganismos que no necesariamente son patégenos, entre los que se
encuentran bacterias, hongos, algas y helmintos; parte de éstos son considerados
indicadores de contaminacién, como lo son las bacterias aerobias mesofilas,

coliformes totales, coliformes fecales y huevos de helmintos.



El grupo de microorganismos denominado coliforme, pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, que mayoritariamente se encuentran colonizando las aguas de
rios son E. coli, Enterobacter sp., Citrobacter sp. y K. pneumoniae. Este grupo es
indicador de contaminacién fecal, ya que el hombre descarga junto a los organismos
coliformes, otros microorganismos patdgenos, entre los que se encuentran Salmonella
sp., Shigella sp. y Vibrio cholerae, causantes de enfermedades como la fiebre tifoidea,

diarrea, disenteria y colera, respectivamente (Paz et al., 2003).

Hoy en dia, la contaminacion de nuestro entorno estd considerada como un
serio problema que incluye varios aspectos, como la salud publica. En el rio
Manzanares, principal afluente del estado Sucre, las fuentes de contaminacion mas
importantes son las producidas por la industria licorera, las areneras, las pequefias
granjas situadas en sus alrededores, practicas agricolas, la industria pesquera, entre
otras actividades, y por los asentamientos humanos ubicados en la cuenca media; los
cuales no cuentan con un sistema de tratamiento de aguas negras las cuales son
vertidas al ecosistema, sin la consideraciébn que este cuerpo de agua se estd
contaminando y que puede servir de fuente para el suministro de agua de consumo
humano, uso recreativo, industrial y para otros fines (Marquez et al., 2000; Zambrano

et al., 2002; Benitez, 2004).

Desde su introducciéon como drogas hace unos sesenta afios, los agentes
quimioterapéuticos antimicrobianos, naturales, semisintéticos y otros agentes
sintéticos como las sulfonamidas y quinolonas, han jugado un papel esencial, junto
con las medidas preventivas, como la vacunacion, en la disminucion de la morbilidad
y la mortalidad causadas por las enfermedades infecciosas. Sin embargo, el amplio
uso, mal uso y abuso de los antimicrobianos, tanto en el tratamiento y la prevencion
de infecciones bacterianas en el ser humano, en medicina veterinaria, el empleo de

promotores de crecimiento en la produccion animal y en agricultura, han causado una



exposicion por parte de las Dbacterias con diferentes antimicrobianos a
concentraciones diversas, lo que ha originado una presion selectiva entre las
poblaciones bacterianas, dando como resultado un incremento de bacterias con

resistencia adquirida a drogas antimicrobianas (Garcia, 2001; Zambrano et al., 2002).

Conociendo que cepas de Klebsiella sp. forman parte de flora natural de los
cauces de los rios, ademas de la cantidad de microorganismos patégenos productores
de cuadros infecciosos en el hombre y animales, que también pueden ser encontrados
en ellos, el propodsito de este trabajo fue la deteccion de cepas de Klebsiella sp.
productoras de bacteriocinas, provenientes de las cuencas alta, media y baja del rio
Manzanares del estado Sucre; a fin de aportar datos que permitan ubicar a mediano
plazo estrategias para la descontaminacion del rio Manzanares, empleando sustancias
producidas por la flora microbiana propia del rio que puede antagonizar otros

patogenos bacterianos.



METODOLOGIA

Localizacién del rio

El rio Manzanares esta ubicado en la region nor-oriental del pais, en el estado
Sucre, con una longitud de cauce de 81Km, su cuenca se encuentra entre las
coordenadas 10° 05° 30” y 10° 29° 20 latitud norte y 63° 45° 30” y 63° 19’ 20”
longitud oeste, tiene su nacimiento en el macizo montafioso oriental serrania del
Turimiquire, a 2000 metros sobre el nivel del mar. Recibe por sus margenes derechos
9 rios ,13 riachuelos y quebradas, y por el margen izquierdo 14 rios principales y 6
secundarios. El rio Manzanares desemboca en ¢l Golfo de Cariaco, formando un
pluma de descarga laminar que se extiende por toda la zona costera de la ciudad de

Cumana (Marquez et al., 2000; Benitez et al., 2004).

Saolfo de Cariaco

Mar Caribe

rLnicipio Sucre

Embalis
g8 Turimiguirs

10.1 -

Figura 1. Localizacion de la cuenca hidrografica del rio Manzanares, estado Sucre.



Toma de muestra

Se realizaron tres muestreos por duplicado, durante un periodo de 6 meses; las
muestras fueron recogidas en siete subestaciones de las distintas cuencas del rio
Manzanares, distribuidas de la siguiente manera: cuenca alta (La Fragua, los Dos
Rios y la Fuente), cuenca media (Rio Arenas y Rio San Juan) y cuenca baja
(Manzanares, a la altura del aliviadero y detrds del mercado municipal de Cumana).
Las muestras de agua fueron recogidas en envases de plastico estériles de 100 ml;
recolectdndose un volumen total de agua de 100 ml para el analisis bacterioldgico de
la misma, estas fueron recogidas a unos 20-30 cm por debajo de la superficie del rio,
abriéndose y cerrandose los envases dentro del agua para evitar una posible
contaminacion. Luego se transportaron en cavas refrigeradas y en condiciones de
aerobiosis al Laboratorio de Bacteriologia del Departamento de Bioanalisis de la

Universidad de Oriente, Nucleo, de Sucre (Milne, 1989).

Dilucién de la muestra

A las muestras de agua recolectadas se le realizaron diluciones seriadas en
caldo Luria Bertani (LB), desde 10" a 10” y, a partir de la dilucion 107, se resembr6
1 ml de las respectivas diluciones en 15 ml de agar LB fundido colocado en placas de
Petri. Posteriormente, las placas se incubaron a 32°C por 24 horas en aerobiosis,
luego se estimo el contaje total de la flora microbiana cultivable y la diversidad de la

misma (Mulusky, 1974).

Caracterizacion morfoldgica de las colonias

La seleccion de colonias se hizo tomando en cuenta caracteristicas morfologicas

tales como: aspecto, consistencia, tamafio, forma y produccion de pigmento.



Caracterizacién microscopica

De las colonias de interés se realizé un estudio microscopico mediante el uso de
la coloracién de Gram, lo cual permitié observar la variedad de microorganismos
existentes, la pureza de las colonias, asi como, también diferenciar la variedad de

bacterias tanto Gramnegativos como Grampositivos.

Subcultivo en agar Mac Conkey y Luria Bertani

Las colonias identificadas como bacilos Gramnegativos se subcultivaron en
agar LB y agar Mac Conkey (el agar Mac Conkey permite el crecimiento de bacilos
entéricos fermentadores o no de la lactosa, evidenciado por la produccion de colonias
con tonos variables de rojo, por el cambio del color del indicador rojo neutro, en el
caso de las fermentadoras y colonias incoloras en el caso de las no fermentadoras), las
mismas fueron incubadas de 24 hasta 72 horas, dependiendo del tiempo de

crecimiento 6ptimo, a una temperatura de 32°C en aerobiosis.

Pruebas bioquimicas para identificar bacterias del género Klebsiella y otras

enterobacterias
Se realizaron a partir de un inoculo en caldo BHI preparado con colonias
purificadas obtenidas de la siembra en agar MacConkey (Freeman, 1986; Koneman et

al., 2004). Todas las pruebas bioquimicas fueron realizadas e interpretadas siguiendo

la metodologia descrita por Koneman et al. (2004).

Prueba de la citocromo oxidasa

Esta prueba se us6 para determinar la presencia o no de la enzima oxidasa. La



reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa que
activa la oxidacion del citocromo que es reducido por el oxigeno molecular,
produciendo agua o peroxido de hidrogeno, segliin la especie. En un papel de filtro
impregnado con gotas del reactivo tetrametil parafenilendiamina al 3%, se coloc6 una
colonia del microorganismo en cuestion proveniente del subcultivo en agar LB. Se
dejoé actuar, aproximadamente, 10 segundos, siendo positivo al aparecer un color
morado en el sitio donde se colocd el indculo y negativo cuando no hubo ningln

cambio, que es caracteristico de la familia Enterobacteriaceae.

Utilizacidon de la glucosa

Se inocularon las colonias sospechosas en tubos que contenian caldo rojo de
metilo, que luego se incubaron a 32°C durante 24 horas. Completado el tiempo, a
cada tubo se le agregaron tres gotas del reactivo de rojo de metilo, la prueba se
considerd positiva cuando, en la superficie del medio se mantuvo un anillo de color
rojo, y negativa cuando el indicador de rojo de metilo tuvo un viraje a amarillo. Esta
prueba permiti6é determinar si la bacteria degrada la glucosa del medio por la via de

los 4cidos mixtos o la via del butilenglicol.

Utilizacién de citrato de Simmons

En tubos con medio citrato solidificado en bisel, se procedi6 a realizar la
siembra de la colonia sospechosa por estria, en la superficie del medio, y luego se
incubo a 32°C, durante 24 horas. Esta prueba se utilizd para determinar si la bacteria
es capaz de utilizar el citrato como fuente de carbono y sales de amonio como fuente
de nitrégeno para su metabolismo, lo que provoco asi la alcalinidad del medio y, por
lo tanto, la produccion de un color azul, debido al indicador azul de bromotimol; de

esta manera la prueba se consideré como positiva; de igual modo, la presencia de
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crecimiento bacteriano en la superficie del medio se consider6 como una prueba

positiva, asi el medio no presentara cambio de color.

Utilizacion de azucares y produccion de acido sulfhidrico

En tubos con el medio hierro triple azucar (TSI) solidificado en bisel, se realizo
la siembra de las colonias sospechosas mediante la técnica de puncion y estria con un
asa larga y extendida. Se dejo incubar a 32°C durante 24 horas. Este medio permitid
la caracterizacion de las enterobacterias, tomando en cuenta la capacidad de
fermentar los carbohidratos como la lactosa, glucosa y/o sacarosa, asi como también,

la formacion de 4cido sulfhidrico y gas carbonico.

La interpretacion de la lectura se realizo de la siguiente manera: fondo acido
(amarillo) y pico alcalino (naranja): fermentacion de la glucosa y sacarosa. Acido
todo el medio: fermentacion de la glucosa, sacarosa y lactosa. Ennegrecimiento del
medio: produccion de acido sulthidrico. Burbujas de aire en el medio: produccion de

gas carbonico.

Descarboxilacion de la lisina

Se procedid a inocular la colonia sospechosa en tubos que contenian caldo
lisina; luego, se le agregaron tres gotas de parafina liquida y se incubaron a 32°C por
24 horas. Esta prueba se utilizo con la finalidad de determinar la produccion de la
enzima descarboxilasa especifica, por parte de la bacteria, capaz de desdoblar la lisina
hasta cadaverina, la permanencia del color original del medio, dado por el indicador

purpura de bromocresol se consider6 como una prueba positiva.
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Produccion de motilidad, indol, ornitina

En tubos con medio motilidad indol ornitina (MIO), solidificado en forma de
taco, se procedio a inocular las colonias sospechosas por puncion, luego se incub6 a
32°C por 24 horas. Esta prueba se utilizdO para determinar la motilidad del
microorganismo, la produccion de indol y la descarboxilaciéon de la ornitina. La
motilidad se evidencid por la turbidez en el medio a partir de la linea de puncion. La
produccion de indol se determind por la formacién de un anillo rojo brillante en la
superficie del medio, al agregar el reactivo de Kovacs. La descarboxilacion de la
ornitina a putrescina, se evidenci6 por la permanencia del color original del medio,

dado por el indicador ptrpura de bromocresol.

Utilizacién de fenilalanina

En los tubos con el medio fenilalanina solidificado en bisel, se inoculd por
estria las colonias sospechosas en la superficie del medio y luego se incub6 a 32°C
durante 24 horas. Al cabo de este tiempo, al medio se le agregaron 5 gotas de cloruro
férrico, rotandose el tubo suavemente para cubrir toda la superficie. La prueba se
consider6 positiva si el producto de la desaminacion de la fenilalanina, que es el acido
fenil piravico, al combinarse con el cloruro férrico, produjo una coloraciéon verdosa

inmediatamente.
Utilizacion del malonato

Se inocularon las colonias sospechosas en tubos que contenian caldo malonato
y se incub6 a 32°C por 24 horas. Esta prueba permitié determinar la utilizacion, por

parte de las bacterias, del malonato de sodio como fuente de carbono y el sulfato de

amonio como fuente de nitrogeno, observandose un color azul, debido al indicador
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azul de bromotimol, produciéndose una reaccion positiva.

Hidrdlisis de la urea (agua peptonada)

Se inocularon las colonias sospechosas en tubos que contenian agua peptonada
para urea, posteriormente se le agregd unas gotas del reactivo rojo fenol, y se incubd
a 32°C por 24 horas. Con esta prueba se verifico la sintesis de la enzima ureasa, con
produccion de amoniaco, que se observd con un viraje del indicador rojo fenol de

amarillo a rosado fucsia.

Utilizacién de sorbitol e inositol

Se inocularon las colonias sospechosas en tubos que contenian caldos separados
de sorbitol e inositol y, posteriormente, se incubaron a 32°C por 24 horas. Esta
prueba se utilizd para determinar la capacidad de las bacterias de utilizar el
carbohidrato presente en el medio, con la formacién de 4cido, mediante el cambio del

indicador rojo fenol hasta un color amarillo en el medio.
Identificacion bioquimica de bacilos Gramnegativos no fermentadores (BGNNF)
Para la identificacion bioquimica de los BGNNF, se emplearon las siguientes
pruebas: TSI, citocromo oxidasa, motilidad, oxidacion de azicares (glucosa, sacarosa,
maltosa y manitol), y descarboxilacion de la lisina (Koneman et al., 2004).
Identificacidn del género Staphylococcus sp.
El grupo de bacterias identificadas como Grampositivas, se sembrd en agar

manitol salado y se les aplicaron las siguientes pruebas bioquimicas: catalasa,

coagulasa y fermentacion del manitol (Koneman et al., 2004).
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Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Se emple6 el método de difusion en agar, descrito por Bauer et al. (1966),
siguiendo los lineamientos del Comité Nacional de Estdndares para Laboratorios
Clinicos (CLSI), por sus siglas en inglés, (CLSI, 2007). Se tomaron de 3-5 colonias
aisladas del microorganismo de interés, provenientes del agar Mac Conkey y se
suspendieron en 4,5 ml de solucion salina fisiologica y se incubd a 32°C, hasta que se
observé un grado de turbidez semejante al del patron 0,5 de Mac Farland.
Posteriormente, se realizo la siembra de la suspension de bacterias en el agar Mueller
Hinton, utilizando un hisopo que se humedeci6 en esta suspension y se disemind en la
superficie del agar, luego se procedi6 a colocar los discos de antimicrobianos con la
ayuda de una pinza y haciendo un poco de presion. Los agentes antimicrobianos
seleccionados fueron los siguientes: cefoperazona (75 pg), aztreonam (30 pg),
ciprofloxacina (5 pg), imipenem (10 pg), amikacina (30 pg), cefalotina (30 pg),
ceftazidima (30 pg). Todos de la misma casa comercial, estas placas fueron
incubadas a 37°C por 24 horas, en condiciones de aerobiosis y, posteriormente, se
midieron los halos de inhibicion y se clasificardn en las categorias establecidas por el

CLSI 2007 en sensible (S), intermedio (I) y resistente (R).

Antagonismo bacteriano

Una vez identificadas las cepas pertenecientes al género Klebsiella, se procedio
a la deteccion del efecto antagoénico de las bacteriocinas producidas por aislados de
Klebsiella sp., siguiendo la metodologia de doble capa descrita por Dopazo et al.
(1988) (APENDICE 1).

Las cepas identificadas como Klebsiella se enfrentaron a cepas indicadoras

provenientes del Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM):
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Bacillus subtilis CVCM 591, E. coli K-12 CVCM 178, Pseudomonas aeruginosa
CVCM 787 y Staphylococcus aureus CVCM 636; como control positivo de
emplearon cepas productoras de bacteriocinas provenientes del CVCM: K.

pneumoniae CVCM 797, K. pneumoniae CVCM 799 y K. pneumoniae CVCM 800.

Posteriormente, se enfrentaron con cuatro cepas de diferentes géneros (Shigella
sp., E. cloacae, P. aeruginosa, Staphylococcus sp.), provenientes del cultivo de las

muestras de agua del rio Manzanares.

El procedimiento fue realizado de la siguiente manera:

Las cepas en estudio se inocularon en agar LB y se incubaron a 32°C, de 18- 24
horas en condiciones de aerobiosis, luego se resuspendi6 la respectiva cepa en 5 ml
de caldo LB en una concentracion de 0,5 de la escala de Mac Farland (1,5x108
UFC/ml); después, se inocularon 10 ul de la cepa de Klebsiella sp., en estudio, en una
zona especifica de una placa con agar LB y se incubaron a 32°C de 18-24 horas, en
condiciones de aerobiosis. Transcurrido el tiempo de incubacion, los inoculos de
Klebsiella sp., fueron expuestos por 20 minutos a vapores de cloroformo, para luego
cubrirse con 10 ml de agar LB a 42°C, inoculado con 0,5 ml de cultivo fresco de las
bacterias indicadoras provenientes del CVCM y con otras enterobacterias aisladas de
las muestras de agua del rio Manzanares; las placas con la doble capa de agar se
incubaron a 32°C por 24 horas, en condiciones de aerobiosis. Cumplidas las 24 horas
de incubacidn, se observo la formacion o no de halos de inhibicidén de crecimiento
bacteriano, alrededor de la zona donde se encontraba ¢l indculo de Klebsiella sp. Los
resultados de produccion del efecto antagonico se interpretaron basdndose en la

formacion de halos de inhibicion del crecimiento bacteriano de cualquier tamafio.
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Concentracién minima inhibitoria

Se utiliz6 el método de dilucion en agar Mueller Hinton, siguiendo los
lincamientos del Comité Nacional de Estandares para Laboratorios Clinicos (CLSI,
2007), empleando los siguientes antibidticos: cefoperazona (75 pg), aztreonam (30
ng), ciprofloxacina (5 pg), imipenem (10 pg), amikacina (30 pg), cefalotina (30 pg),
ceftazidima (30 pg).

Analisis estadistico
Para el analisis estadistico se emplearon tablas, en las cuales fueron plasmados

los resultados. Los patrones de susceptibilidad antimicrobiana se expresaron en

porcentajes, bien sea de resistencia o sensibilidad (Sokal y Rohlf, 1981).
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RESULTADOS

En la tabla 1 de acuerdo al contaje de colonias realizado a las diluciones de las
muestras de agua, para cada una de las cuencas del rio Manzanares, se pudo observar
que la cuenca baja presento el contaje bacteriano mas alto, con un rango de 1,40X10°
-1,8OX105 UFC/ml; para la cuenca media el rango fue de 0,95-1,20X105 UFC/ml,
siendo este muy similar al presentado por la cuenca baja cuyo rango oscilo de 0,70-
1,00X10° UFC/ml. Segun lo estipulado en la norma salvadoreiia, sobre parametros de
la calidad de agua (NSO) (2001), los limites de permisibilidad para bacterias
heterotrofas no deben exceder la 100 UFC/ml.

Tabla 1. Contaje de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), en las
diferentes cuencas del rio Manzanares, estado Sucre.

Meses
Febrero Mayo Agosto Rango
Cuenca (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
Cuenca baja 1,80x10° 1,60x10° 1,40x10° 1,40-1,8010°
Cuenca media 1,20x10° 1,10x10° 0,95x10° 0,95-1,2010°
Cuenca alta 1,00x10° 0,80x10° 0,70x10° 0.70-1,0010°

UFC/ml: unidades formadoras de colonias por mililitro

En la tabla 2 se observa la variedad de géneros bacterianos encontrados en las
cuencas del rio Manzanares; estos microorganismos poseen la capacidad de colonizar
casi todos los ambientes, pudiéndose aislar tanto en el suelo como en el agua. El
microorganismo mas predominante fue Staphylococcus sp., con un predominio de
28,71%; seguido del género Aeromonas, con un 20,79%, asi mismo, el género
Pseudomonas tuvo un porcentaje de aislamiento en este estudio de 15,84%. También
se pudo observar que estos tres géneros bacterianos junto con la especie Enterobacter

cloacae, K.ozaenae y K. planticola, se aislaron en las tres cuencas en estudio.
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Tabla 2. Diversidad de especies bacterianas aisladas en las cuencas alta, media y baja
del rio Manzanares, estado Sucre.

Microorganismo N % Cuencas
Aeromonas sp. 21 20,79 CB, CM, CA
BGNNF 12 11,88 CB, CM, CA
Enterobacter agglomerans 1 0,99 CM
E. cloacae 8 7,92 CB, CM, CA
Escherichia coli 5 4,95 CB,CM
Staphylococcus sp. 29 28,71 CB,CM, CA
Klebsiella terrigena 3 2,97 CM, CA
K. ozaenae 2 1,98 CB, CM, CA
K. planticola 3 2,97 CB, CM, CA
Pseudomonas sp. 16 15,84 CB, CM, CA
Shigella sp. 1 0,99 CB
Total 101 100

BGNNF: bacilos Gramnegativos no fermentadores/ CB: cuenca baja, CM: cuenca media, CA: cuenca
alta/ N: nimero de cepas aisladas/ %: porcentaje de cepas aisladas.

En la tabla 3 se observan los diferentes géneros de la familia

Enterobacteriaceae aislados de las cuencas de rio Manzanares; ésta refleja un

predominio de 34,78% para la especie E. cloacae y 21,74% para la especie E. coli.

Se aislo un total de 8 especies bacterianas pertenecientes al género Klebsiella,
de las cuales, 2 (8,70%) correspondieron a K. 0zaenae y, K. terrigena y K. planticola

con 3 (18,70%) aislamientos cada una.

Tabla 3. Porcentaje de enterobacterias aisladas de la cuenca alta, media y baja del rio
Manzanares, estado Sucre.

Microorganismo N %
Enterobacter agglomerans 1 4,35
E. cloacae 8 34,78
Escherichia coli 5 21,74
K. terrigena 3 13,04
K. ozaenae 2 8,70
K. planticola 3 13,04
Shigella sp. 1 4,35
Total 23 100

N: numero de cepas aisladas/ %: porcentaje de cepas aisladas.
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En la tabla 4 se muestran los patrones de sensibilidad encontrados en los

diferentes géneros de la familia Enterobacteriaceae, se observa una marcada

sensibilidad a los diferentes antimicrobianos empleados. Para cefoperazona,

amikacina e imipenem, las cepas presentaron un 100,00% de sensibilidad, mientras

que el 56,52% de las cepas fueron resistentes a cefalotina.

Tabla 4. Susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas de las cuencas

alta, media y baja del rio Manzanares, estado Sucre.

Sensible Intermedio Resistente

Antimicrobiano N % N % N %
Cefoperazona 23 100,00 0 0,00 0 0,00
Ceftazidima 22 95,96 0 0,00 1 4,35
Amikacina 23 100,00 0 0,00 0 0,00
Imipenem 23 100,00 0 0,00 0 0,00
Ciprofloxacina 16 69,57 0 0,00 7 30,43
Aztreonam 22 95,96 0 0,00 1 4,35
Cefalotina 10 43,48 0 0,00 13 56,52

N: numero de cepas aisladas/ %: porcentaje de cepas aisladas.

La tabla 5 muestra los patrones de sensibilidad de las diferentes especies del

género Klebsiella aisladas de las cuencas del rio Manzanares,. Se observa que este

grupo present6 resistencia solo para ciprofloxacina, (62,50%).

Tabla 5. Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Klebsiella sp. aisladas de las
cuencas alta, media y baja del rio Manzanares, estado Sucre.

Sensible Intermedio Resistente

Antimicrobiano N % N % N %
Cefoperazona 8 100,00 0 0,00 0 0,00
Ceftazidima 8 100,00 0 0,00 0 0,00
Amikacina 8 100,00 0 0,00 0 0,00
Imipenem 8 100,00 0 0,00 0 0,00
Ciprofloxacina 3 37,50 0 0,00 5 62,50
Aztreonam 8 100,00 0 0,00 0 0,00
Cefalotina 8 100,00 0 0,00 0 0,00

N: numero de cepas aisladas/ %: porcentaje de cepas aisladas.
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La tabla 6 refleja la presencia de cinco fenotipos de susceptibilidad para las
enterobacterias aisladas en las diferentes cuencas del rio Manzanares, se puede
observar que la mayoria de los fenotipos se inclinan a, la sensibilidad, y los mismos
se distribuyeron de la siguiente manera: el fenotipo A corresponde a una cepa del
género Shigella sp., el B esta integrado por ocho cepas de E. cloacae, dos cepas de E.
coli y una cepa de E. agglomerans; el fenotipo C fue expresado por una sola cepa de
E. coli; el fenotipo D correspondié a dos cepas de K. ozaenae, una de K. planticola y
una de E.coli y el fenotipo E se expreso en tres cepas de K. terrigena, dos de K.

planticola y una de E.coli.

Tabla 6. Fenotipos de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas de
la cuenca alta, media y baja del rio Manzanares, estado Sucre.

Fenotipo N % CFP CAZ AN IMP CIP ATM CF

A 1 4,35 S R S S S R R
B 11 47,83 S S S S S S R
C 1 4,35 S S S S R S R
D 4 17,39 S S S S S S S
E 6 26,09 S S S S R S S

CFP: cefoperazona, CAZ: ceftazidima, AM: amikacina, IMP: imipenem, CIP: ciprofloxacina, ATM:
aztreonam, CF: cefalotina/ N: niimero de cepas aisladas/ %: porcentaje de cepas aisladas.

La concentracion inhibitoria minima para las cepas del género Klebsiella,
aisladas de las cuencas del rio Manzanares, que presentaron resistencia a
ciprofloxacina se realizd a una concentracion de 0,5 pg/ml hasta 128 ug/ml de este

antimicrobiano, observandose crecimiento hasta la concentracion de 4 pg/ml.

Las cepas de Klebsiella aisladas de las diferentes cuencas del rio Manzanares
no expresaron produccion de bacteriocinas, sin embargo, se pudo evidenciar la
inhibiciéon de la cepa indicadora de E. coli K12 CVCM 178, al enfrentarla con
K.pneumoniae CVCM 797 productora de bacteriocina, la cual fue empleada como

control, tal como lo muestra la figura 2.
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Figura 2. K. pneumoniae CVCM 797 productora de bacteriocina, contra E. coli K12
CVCM 178. Cepas de Klebsiella (K01- K07) no productoras de bacteriocinas,
aisladas de las cuencas del rio Manzanares.
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DISCUSION

La colonizacion de los rios por parte de bacterias patdogenas, se debe en su
mayoria a la intensa actividad antropogénica que se lleva a cabo en sus cercanias.
Bacterias del grupo denominado coliforme se aislan normalmente de estas fuentes de
agua; sin embargo, un gran numero de bacterias patdogenas, tales como Pseudomonas,
Aeromonas sp., Salmonella sp., Shigella sp., Klebsiella sp., E. coli y Staphylococcus
sp., causantes de enfermedades son descargadas a diario, representando un riesgo
para la salud (Cortés, 2003; Alvarez et al., 2004). Fernandez, en 1984, aislo géneros

bacterianos similares a los hallados en este estudio.

De acuerdo a los resultados obtenidos, con relaciéon a la biodiversidad de
especies bacterianas, se observd una situacidon similar con un estudio realizado en
varios rios de México, en los cuales se encontr6 un alto porcentaje de aislamientos de
bacterias pertenecientes al género Staphylococcus, asi como también, de E. coli,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas sp.,
Salmonella sp. y Shigella sp. (Rodriguez y Botello, 1987; Quifiones et al., 2000). La
elevada presencia de bacterias del género Staphylococcus y Aeromonas que se
determind en esta investigacion puede, deberse a las caracteristicas particulares de la
cuenca baja del rio Manzanares, que por estar cerca de la costa marina, presenta un
alto grado de salinidad y las bacterias de este género son capaces de sobrevivir en

estos ambientes (Mufoz et al., 2008).

Con respecto a la presencia de la familia Enterobacteriaceae en las diferentes
estaciones, fue levemente menor en comparacion con los bacilos Gram negativos no
fermentadores (BGNNF), cabe destacar que al ser estos ultimos de distribucion
cosmopolita y presentar tolerancia a una amplia variedad de condiciones fisicas,

pueden ser aislados con mucha frecuencia de tierra, agua, plantas, animales y seres
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humanos y aunque numerosos trabajos reportan a las enterobacterias como los de
mayor frecuencia de aislamientos en aguas de rios (Emiliani y Gonzalez 1997; Ldsch
et al., 2004, Rivera et al., 2004; Rivera y Cedillo, 2005), no fue el caso de este
estudio.

Rodriguez et al. (2002), en un estudio sobre incidencia y sensibilidad bacteriana
en el rio Tambre, Espafia, encontraron una alta prevalencia de bacterias de género
Pseudomonas y Aeromonas. La presencia estos dos géneros en gran numero en las
aguas del rio Manzanares obedece a la capacidad que tienen ambos de colonizar en
agua dulce y salada (Miravet et al., 1992; Conde et al., 2002); de igual manera,
Sotomayor et al. (2006), en un estudio similar, reportan una alta incidencia para
bacterias de la familia Enterobacteriaceae como Enterobacter, Klebsiella y
Escherichia coli; este grupo de bacterias entéricas son aisladas comunmente de las
aguas de los rios representado al grupo de coliformes totales y fecales que son usadas
para determinar los niveles de contaminacién y evaluar la calidad de las aguas

(Fuentes et al., 2008).

La presencia de estos géneros bacterianos y su alta densidad indica niveles por
encima de los limites legales, la proliferacion de estas bacterias patogenas estd
favorecida por el incremento de la temperatura, la abundancia de nutrientes y el
aumento de las descargas de materia orgénica, lo que ha ocasionado un deterioro del
estado de las aguas del rio Manzanares y desmejora en la calidad ambiental; esto
pone en evidencia que estas aguas no son aptas para el contacto humano (Marquez et

al., 2002; Fuentes et al., 2008).

En lo que se refiere a los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana para las
bacterias aisladas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, se reportd para

cefoperazona, amikacina e imipenen un 100% de sensibilidad, seguido de ceftazidima
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y aztreonan con un 95,96% de cepas sensibles para ambos. Un 69,57% a
ciprofloxacina y 43,48% a cefalotina. Resultados estos, muy parecidos a los
obtenidos por Rodriguez et al. (2002), al evaluar los indices de resistencia de
enterobacterias y otras bacterias Gramnegativas aisladas de rio Tambre en Espafia,
reportando para cefalotina el menor porcentaje de sensibilidad del grupo de
antimicrobianos y porcentajes similares de sensibilidad para el resto. Asi mismo,
Zambrano et al. (2002), evaluaron la resistencia de cepas de E. coli aisladas de aguas
residuales y tratadas, encontrando para el grupo de antimicrobianos usados
sensibilidad para la mayoria de ellos. Aunque se observa un predominio hacia la
sensibilidad, ciertas bacterias expresaron resistencia, esto puede deberse a la gran
cantidad de metales pesados y agentes antimicrobianos que se vierten a los rios por
medio de los desechos humanos y animales, lo que ha permitido que las bacterias
adquieran resistencia; de igual manera, las mutaciones ocasionadas por la presion
selectiva a la que son sometidas las bacterias cuando estan en contacto con estas

sustancias, pueden desencadenar en éstas nuevos mecanismos de resistencia (Losch et

al., 2004).

En cuanto a los niveles de susceptibilidad para las bacterias de género
Klebsiella, éstas mostraron resistencia en un 62,50% a ciprofloxacina, y fueron 100%
sensibles al resto de los antimicrobianos. Harris et al. (1999), en un trabajo sobre
evolucion de la resistencia a ciprofloxacina, describen porcentajes de resistencia a
este antimicrobiano de amplio espectro que va en aumento con el pasar del tiempo, al
ser este un antimicrobiano de primera linea para tratar la mayoria de las infecciones
bacterianas, sobre todo las causadas por enterobacterias, sin tomar en cuenta la
susceptibilidad en estudios previos, asi mismo Lepe et al. (2003), indican que esta
falta de sensibilidad puede deberse al uso indiscriminado de este antimicrobiano en

los alimentos para uso animal, sobre todo en aves de corral.
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Los diferentes fenotipos de resistencia antimicrobiana expresados por el grupo
de enterobacterias aisladas de las cuencas del rio Manzanares, se inclinan a hacia la
sensibilidad, correspondiéndose con los encontrados por Crespo (2002) y Zambrano
et al. (2002); esta sensibilidad puede deberse al hecho de ser bacterias aisladas de
ambientes naturales, en donde la cantidad de antimicrobianos a los que se encuentran
expuestas no es tan elevada como la encontrada en ambientes hospitalarios, tal como
lo demuestran numerosos trabajos en los cuales la totalidad de las bacterias
estudiadas presentan resistencia a la mayoria de los antimicrobianos empleados

(Fajardo et al., 2000; Gobernado, 2003; Alvarez et al., 2005).

Crespo (2002) describe para bacterias del género Klebsiella de naturaleza
silvestre, un fenotipo de sensibilidad similar al expresado por las cepas de Klebsiella
en este estudio (fenotipo D) en el cual se observa un 100,00% de sensibilidad de las
cepas para el grupo de antimicrobianos usados. En otro estudio, Martinez et al.
(2005), también hallaron cepas de K. pneumoniae con este mismo fenotipo; esto es
observado en bacterias que no han estado en contacto con antimicrobianos o solo en
pequetias proporciones y, por lo tanto, no han desarrollado mecanismos de resistencia

(Caceres et al., 1998).

La concentracion inhibitoria minima de 4 pg/ml para CIP, encontrada en los
aislados de Klebsiella, representa la cantidad necesaria de este antimicrobiano para
inhibir a estas cepas de Klebsiella (Sanchez y Feris, 1993), valores que se
corresponden con los expresados en las pruebas de susceptibilidad en disco para este

mismo antimicrobiano.

En cuanto a la produccion de bacteriocinas, de las 8 cepas de Klebsiella
aisladas, ninguna present6 produccion de bacteriocinas, debido a que no todas las

bacterias son capaces de producir esta sustancia, tal como lo revela en Venezuela,
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Rodriguez (1980), con hallazgos de cepas productoras entre 30-50%. De igual
manera, Pineda y Rodriguez (1990), en un estudio sobre produccién de colicinas,
hemolisinas y resistencia a los antimicrobianos en cepas de E. coli, aisladas de cerdos
con diarrea, encontraron que de un total de 24 cepas analizadas, solo un 21% presentd

produccion de bacteriocinas.

La produccion de bacteriocinas por parte de bacterias de género Klebsiella, ha
sido descrita en varios trabajos para las especies K. pneumoniae y en algunos casos
para K. oxytoca (Banerjee et al., 1993; Aggarwal et al., 2003; Malik et al., 2003); en
el rio Manzanares los aislados de K. terrigena, K. planticola y K. ozaenae no

expresaron la produccion de bacteriocinas.

Asi mismo, Harnett y Gyles (1984), Finola et al. (1989), Pineda y Rodriguez
(1990) y Karama et al. (2008), en sus trabajos sobre cepas productoras de
bacteriocinas, encontraron un alto porcetaje de resistencia hacia los antimicrobianos
usados en las cepas productoras, hallando en algunos casos multiresistencia en las
cepas positivas para bacteriocinas, lo que sugiere una relacion entre la produccion de

bacteriocinas y la resistencia antimicrobiana.

D’Aguila (1996), comprobd que Pseudomonas era capaz de inhibir el
crecimiento de los coliformes, Marchand (2002), reportd que especies del género
Pseudomonas producen una sustancia denominada "Pseudocin" (PLS) que inhibe el
crecimiento de E. coli, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii y Klebsiella sp.,
que pudiera estar inhibiendo en las aguas del rio Manzanares a bacterias de género

Klebsiella.

De igual modo, se ha comprobado que la produccion de bacteriocinas por parte

de bacterias del género Pseudomonas, producen una accion antibidtica frente a
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diversos géneros bacterianos como E. coli, K. pneumoniae, Salmonella sp Proteus sp,

S. aureus, Shigella sp., entre otros (Iwalokun et al., 2006).

Es importante destacar que no todos los aislados de Klebsiella son capaces de
producir sustancias antagdnicas, asi como también, otros aspectos metodologicos que
pudieran influir en la expresiéon o produccién de estas sustancias, tales como
condiciones de pH, medios de cultivo, sustratos, entre otros, por lo que es

conveniente emplear otras técnicas que permitan evidenciar esta caracteristica.
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CONCLUSIONES

Los elevados niveles bacterianos y la presencia de géneros altamente patdogenos
en las aguas del rio Manzanares, son indicativos de que éstas no se encuentran aptas

para el consumo humano, ya que sobrepasan los indices de permisibilidad.

El grupo de bacterias encontradas presentaron un alto porcentaje de sensibilidad

a los antimicrobianos empleados.
La resistencia mostrada a ciprofloxacina por ciertas bacterias del género E. coli
y Klebsiella aisladas en este estudio, indica el uso indiscriminado que se le ha dado a

este medicamento como tratamiento de primera linea para todo tipo de infecciones.

Las cepas del género Klebsiella aisladas del rio Manzanares, no mostraron la

capacidad de producir bacteriocinas.
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RECOMENDACIONES

En vista de los resultados obtenidos, es conveniente el empleo de otras técnicas
mas sensibles para la deteccion de bacteriocinas, asi como tomar en cuenta factores
como temperatura, sustratos, pH, medios de cultivo, entre otros que puedan interferir

en la expresion de las mismas.
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800), presentaron efecto antagonico contra las cepas indicadoras; esto pudo deberse a
que esta caracteristica es expresada en su mayoria por la especie K. pneumoniae, las
cuales no fueron halladas en la investigacion.
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