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RESUMEN

Se evaluo la deteccion de plasmidos en bacilos Gram negativos no fermentadores
(BGNNF) resistente a betalactamicos, aislados de aguas del rio Manzanares, del
Estado Sucre, durante los meses febrero—junio de 2008. Cincuenta y cuatro aislados
bacterianos fueron identificados por pruebas bioquimicas convencionales y se les
determino la susceptibilidad antimicrobiana con el método de difusion con discos en
agar Miiller Hinton. Los pldsmidos fueron aislados por el método de lisis alcalina y
visualizados en gel de agarosa al 0,80%. En el presente estudio se identificaron 35
(65,81%) cepas de Pseudomonas aeruginosa, 22,22% cepas de Stenotrophomonas
maltophilia y 1,85% cepas de Burkholderia cepacia. Las cepas de Pseudomonas
aeruginosa mostraron resistencia a cefotaxima (68,60%); meropenem (57,19%),
imipenem (22,89%), piperacilina tazobactam (42,81%) y aztreonam (42,81%);
mientras que las cepas de Stenotrophomonas maltophilia mostraron resistencia a
todos los antibioticos utilizados en este estudio. En P. aeruginosa se obtuvieron
catorce fenotipos diferentes a través de los resultados obtenidos en las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana, sin embargo, para S. maltophilia se observo la
presencia de cinco fenotipos diferentes. El aislamiento de los plasmido se realiz6 en
las cepas que mostraron resistencia a mas de tres betalactamicos, de las cuales, siete
fueron P. aeruginosa, siete S. maltophilia y una B. cepacia. En P. aeruginosa se
observo la presencia de bandas plasmidicas que van desde 5,00 hasta > 10,00 Kb,
aproximadamente. Las cepas de S. maltophilia mostraron bandas plasmidicas de alto
peso molecular que van desde 3,00 hasta > 10,00 Kb aproximadamente



INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos plantea una amenaza grave y creciente
para la salud publica a nivel mundial, que involucra cada dia nuevas especies
bacterianas y nuevos mecanismos de resistencia. Desde la aparicion de la resistencia
bacteriana a los antimicrobianos, no ha sido factible su total erradicacion y el objetivo
estratégico debe ser la contencidon para que se reduzca al minimo la aparicion y
diseminacion de los microorganismos resistentes y se realce al maximo el empleo

eficaz de los antimicrobianos (Hisham y Finch, 2001).

Los medicamentos son de gran importancia en la prevencion y combate de las
enfermedades tanto de los humanos como de los animales, sin embargo, poco se sabe
sobre su efecto potencial en el medio ambiente, debido a que luego de ser
administrados, absorbidos, metabolizados y excretados, estos compuestos pueden
llegar a los sistemas acuaticos por aportes directos de aguas residuales de origen
doméstico, hospitalario, industrial, agropecuario o bien por los arrastres pluviales
(Boxall, 2004). En estos ecosistemas, los antibidticos contribuyen al estrés bacteriano
y al deterioro ambiental, ademas provocan un fuerte impacto negativo en la salud de
los humanos, animales y plantas, afectando indiscriminadamente a la microbiota
natural, alterando los ciclos biogeoquimicos en los cuales las bacterias son esenciales
para que éstos se lleven a cabo (Kolpin et al., 2002).Por otro lado, el incremento del
uso de antibidticos en el sector agricola e industrial, en la Gltima década, ha generado
un gran numero de bacterias multirresistentes a ellos, lo que ha conllevado a la

busqueda de nuevos antibidticos (Cabello, 2004).

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para resistir la accion de los
antibioticos, que involucran la modificacion enzimatica del antibidtico, en la cual

producen enzimas que son capaces de crear cambios en la estructura del antibiotico,



haciendo que éste pierda su funcionabilidad; cambios en la permeabilidad de la
membrana externa, donde la membrana bacteriana se ve alterada, principalmente, por
cambios en las proteinas denominadas porinas; alteraciones del sitio blanco del
antibidtico, en este mecanismo se modifican algunos sitios especificos de la anatomia
celular, alterandose el sitio de accién donde el antibidtico actia sobre la bacteria para
interrumpir una funcién vital de ésta; y la presencia de bombas de expulsion, éstas
operan tomando el antibiotico del espacio periplasmico y lo expulsan al exterior, con
lo cual evitan que llegue a su sitio de accion. Este ultimo mecanismo es
frecuentemente utilizado por las bacterias Gram negativas (Livermore, 1991; Vila et

al., 2007).

La adquisicion y posterior diseminacion de determinantes de resistencia
antibidtica en bacterias patdgenas representa un problema importante para el
tratamiento de enfermedades (Calvo et al., 2002). La presencia de la resistencia
bacteriana se da por la expresion de genes cromosémicos, los cuales son naturalmente
intrinsecos de la bacteria, y/o genes extracromosdmicos, que son generalmente
adquiridos a través de intercambio genético con otras bacterias por conjugacion
(pldsmidos), transposicion (transposones), transduccion (bacteriofagos), o
transformacion (incorporacion de fragmentos de ADN de una bacteria resistente a un
antibidtico a otra bacteria) (Thompson, 1994; Davies y Welb, 1998; Keith et al.,
2000).

En los comienzos de la era de los antibidticos se consideraba a la mutacion de
genes la causa primaria de resistencia antimicrobiana, evidencidndose posteriormente
que la transferencia horizontal de estos genes, por medio de plasmidos, es la principal
causa en el desarrollo y diseminacion de resistencia antibiotica en bacterias patdgenas

(Alonso et al., 2001).

Los plasmidos son moléculas de acido desoxiribonucleico (ADN)



extracromosomico, circular, dotados de replicacion autonoma, es decir que no son
necesarios para el crecimiento normal de la bacteria, éstos pueden tener distintos
tamafios, dependiendo de los pares de bases que los conformen, y pueden aparecer en
numero variable. En general, los plasmidos mas pequeiios tienen un nimero elevado
de copias y los pladsmidos de gran tamafio se encuentran en nimero muy reducido,
uno o dos (Mariscal ef al, 1981). Un gran numero de caracteristicas fenotipicas se
relacionan con la presencia de plasmidos, como son la produccion de toxinas,
metabolismo de hidratos de carbono simples, produccion de bacteriocinas, sintesis de
enzimas intra o extracelulares o la resistencia a determinados antibioticos (Alvares et
al., 1981). Los plasmidos de resistencia bacteriana han sido estudiados a nivel
mundial por la multirresistencia que presentan algunas bacterias aisladas de muestras
clinicas; se conoce muy poco sobre la prevalencia de plasmidos aislados del
ambiente, sin embargo se piensa que la transferencia de plasmidos es responsable de
la propagacion de la resistencia a los antibidticos entre bacterias en el ambiente

(Davey y Reanney, 1980, Ferrus et al., 1999; Nikbin, et al., 2007).

Los antibioticos mds comunes, eficaces y menos costosos que se utilizan
actualmente son los betalactamicos de amplio espectro, incluyendo las carbapenemas,
cefalosporinas y penicilinas (Bush y Mobashery, 1998; Kotra y Mobashery, 1999).
En respuesta a su uso generalizado, un numero cada vez mayor de cepas bacterianas
ha adquirido la capacidad de producir betalactamasas, enzimas que hidrolizan y hacen

ineficaces a los betalactamicos (Eberhardt ez al., 2003).

Las carbapenemas han sido los antibioticos betalactdmicos de mayor
actividad, evadiendo la mayoria de los mecanismos de resistencia bacteriana, y son
antimicrobianos considerados dentro de la practica clinica como la opcion terapéutica
en infecciones bacterianas severas causadas por organismos multirresistentes
(Livermore, 2002). Estos compuestos son una clase de antibidticos betalactamicos,

derivados de diferentes especies de Streptomyces, presentan una cadena trans-



hidroxietil en la posicidon 6 del anillo estructural betalactdmico que le confiere gran
estabilidad frente a las betalactamasas bacterianas. La primera carbapenema
empleada en clinica fue el derivado de la tienamicina, denominado imipenem, que se
formuld asociado a la cilastatina para impedir su hidrdlisis por la deshidropeptidasa |

renal humana (Gales et al., 2003).

Los bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNNF) son un grupo de
microorganismos aerobios estrictos, que utilizan hidratos de carbono como fuente de
energia, los cuales degradan a través de vias metabdlicas diferentes a la fermentacion
(Becerra, 1993). Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza: suelo,
agua, mucosas y tracto digestivo del hombre y animales (Davies y Welb, 1998). En el
grupo de los BGNNF existen especies de importancia clinica pertenecientes a los
géneros Stenotrophomonas, Pseudomonas, Acinetobacter y Burkholderia (Becerra,
1993; Castillo, 2000; Téllez et al., 2000). Algunas especies de BGNNF a menudo
presentan resistencia natural o intrinseca a multiples antimicrobianos, incluyendo a

los betalactamicos (Fass et al., 1996).

En paises como México, Espafia, Estados Unidos y Venezuela se han
realizado estudios sobre resistencia bacteriana en el ambiente y los agentes que
contribuyen a su aumento, entre ellos podemos mencionar el aumento de la
poblacion, el uso inadecuado y excesivo de los antibidticos, la contaminacion
ambiental, entre otros (Gofii-Urriza et al., 2000; Ash et al., 2002; Correa-Basurto et
al., 2007; Cattoir et al., 2008). Esta situacion ha llevado a elaborar programas de
vigilancia de la resistencia bacteriana regional y local. En la Comunidad Europea y
América uno de los programas involucra a la Organizacion Mundial de la salud y se
le denominé Programa de Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana WHONET. En
Venezuela se le denomina Grupo Venezolano de Resistencia Bacteriana (GVRB), que

funciona desde 1988 (Carmona et al., 1992; Stelling y O'Brien, 1997).



En el estado Sucre una de las fuentes de agua de vital importancia es el rio
Manzanares, en especial para los centros poblados ubicados en sus margenes, los
cuales desarrollan diferentes actividades agropecuarias, industriales, de esparcimiento
y vivienda; actividades que se han incrementado considerablemente en los tltimos
anos. El rio recibe las aguas residuales de todas estas actividades con minimo o
ningln tratamiento (Martinez et al., 2001). Senior et al. (2004) realizaron estudios
bacteriologicos en las cuencas alta, media y baja del rio Manzanares, donde
evidenciaron la presencia de coliformes totales y fecales como indicadores de

contaminacion fecal del agua, sin embargo no sefalan la presencia de BGNNF.

Gonzalez, en el 2010, en un estudio realizado en muestras de sedimento
proveniente de los margenes del rio Manzanares, aisl6 BGNNF de interés clinico

como Pseudomonas aeruginosa.

Los BGNNF juegan un papel importante en la propagacion de la resistencia y
a su capacidad para transferirla a microorganismos patégenos del humano; por este
motivo en el presente trabajo se plante6 como objetivo, detectar la presencia de
plasmidos en cepas de BGNNF resistente a betalactamicos aisladas de aguas del rio
Manzanares, con la finalidad de aportar datos que permitan contribuir a la prevencion

de enfermedades adquiridas por el uso de aguas contaminadas.



METODOLOGIA

Poblacidon y muestra

Para este estudio se utilizaron 54 cepas de BGNNF aisladas de un muestreo
realizado durante los meses febrero-junio de 2008, de tres estaciones de aguas del rio
Manzanares, identificadas como La Fragua (E;), Los Dos Rios (E;), y mercado
municipal de Cumand (E3); las cuales se encuentran preservadas en medio
conservacion, a temperatura ambiente, en el laboratorio de investigacion

Bacteriologica del Departamento de Bioanalisis de la Universidad de Oriente.

Viabilidad de las cepas

Previo a la caracterizacion de las cepas bacterianas, se procedi6 a verificar su
pureza y viabilidad mediante la siembra en agar nutritivo, agar sangre y agar

McConkey.

Analisis bacterioldgico

Este se llevo a cabo siguiendo los procedimientos y esquemas de diagnostico
establecidos para el aislamiento e identificaciéon de bacterias Gram negativas no

fermentadoras de glucosa (Koneman ef al., 2008)

Se tomaron las colonias a partir de los cultivos puros, se procedi6 a realizar la
caracterizacion morfologica de las mismas, tales como tamafio, forma, aspecto, olor,
color, las cuales orientan hacia el grupo de las bacterias en estudio, y se realizo la
tincion de Gram, para la descripcion de la morfologia celular y su coloracion, que

orient6 hacia el género en estudio.



Identificacion bioquimica de los microorganismos
Caracter no fermentador:

Se tomd un indculo de las colonias viables del agar McConkey, y se sembrd
en agar Kligler, para demostrar el cardcter no fermentador de azlcares, mediante la
técnica de puncion y estrias, el cual se incubd a 35°C por 24 - 48 horas. La no
fermentacion de los azlcares se verificd por la ausencia de cambio de color del

indicador.

Los aislados que resultaron no fermentadores de azucares fueron
caracterizados fenotipicamente, mediante pruebas bioquimicas convencionales, a
través de una galeria bioquimica primaria para la determinacion de la familia y una

secundaria para diferenciacion de especies (Koneman et al., 2008).

Oxidasa

La produccion de la enzima citocromo oxidasa es una prueba que permitio
diferenciar familias de bacterias pertenecientes al grupo de los BGNNF. Se tomo con
un palillo de madera una colonia procedente del agar nutritivo y se colocd sobre un
trozo de papel de filtro previamente impregnado con el reactivo tetrametil p-
fenilendiamina. La ausencia de color en el lugar donde se colocd la colonia indicd
una reaccion negativa y la presencia de color purpura evidencid que se trata de

bacterias oxidasa positiva, sugestiva de una especie Gram negativa.
Agar motilidad
Se realizd6 mediante la siembra por puncidon en agar motilidad con sal de

tetrazolium (TTC) al 1,00%, donde se evidenci6 la positividad mediante la presencia

de una turbiedad rosada que difundié por todo el medio, y la negatividad de la prueba



(sin motilidad) por la produccién de una linea roja brillante limitada en la linea de

siembra, en el cual se mantuvo el medio claro alrededor.

Oxidacidon de azucares

Esta reaccion demuestra la via de utilizacion de los carbohidratos por parte de
las bacterias, la cual puede ser oxidativa, fermentativa o ambas. La oxidacion de los
azucares glucosa, manitol y maltosa se evidencid6 mediante la inoculacion en tubos
que contengan medio basal oxidacidon-fermentacion 1,00% de carbohidratos. Se
inoculd por puncion dos tubos por cada cepa, para cada carbohidrato utilizado, de los
cuales uno se cubrié con aproximadamente 1,00 ml de parafina liquida estéril, y se
incubd por 24 - 48 horas. La reaccion se evidencid por un cambio de viraje del
indicador de verde a amarillo, por la presencia de acido, en la parte superior del

medio inoculado (Koneman et al., 2008).

Crecimiento a 42°C

Constituyo una prueba diferencial entre las bacterias pertenecientes al género
Pseudomonas y mas especificamente entre especies del grupo fluorescente, donde se
verifico la capacidad de las bacterias de crecer a altas temperaturas. Esta se realiz6
por medio de la siembra de las cepas de interés en agar LB, posteriormente, se

incubaron a 42°C, durante 24 - 48 horas.

Descarboxilacion de lisina

Las descarboxilasas son un grupo de enzimas sustrato especificas, capaces de
reaccionar con la porcion carboxilo de los aminoacidos, formando aminas de reaccion

alcalina. Las bacterias que tuvieron la capacidad de producir la enzima lisina



descarboxilasa fueron capaces de remover la molécula de CO; del aminoacido lisina
para formar aminas (cadaverina). El medio Miiller fue la base que se emplea para
determinar la capacidad de descarboxilacion de las bacterias, éste fue inoculado con
el microorganismo a estudiar, luego se cubrié con, aproximadamente, 1 ml de
parafina liquida y se incubd a 35°C por 24- 48 horas. La aparicion de un color

purpura en el medio indica que la prueba fue positiva.

Hidrdlisis de la arginina

La conversion de la arginina en citrulina fue més una reaccion de hidrolisis
que descarboxilacion, en la cual un grupo amino fue removido de la arginina para
formar citrulina que es convertida en ornitina, la que se descarboxilé para formar
putrescina. Se inoculd6 el medio arginina con el microorganismo estudiado,
posteriormente, fue sellado con parafina liquida para proporcionar las condiciones de
anaerobiosis y controlar el pH del medio y se incubaron a 35°C por 24 - 48 horas, la
positividad de la prueba se evidenci6 al observarse el color purpura en el medio y la

negatividad por la presencia de un color amarillo.

Hidrolisis de esculina

Esta prueba se realizd inoculando el microorganismo por estrias en medio
esculina, el cual se incubd a 35°C de 24 - 48 horas. La esculina es un medio que
fluoresce al incidir la luz ultravioleta a través de una lampara de Wood, cuando la
esculina se hidroliza el medio se tornara negro rojizo y desaparece la fluorescencia,

esto es indicativo que ocurre una reaccion positiva.

Licuefaccidn de la gelatina

Se baso en la produccion de la enzima gelatinasa, la cual hidroliz6 la gelatina,



formando un precipitado alrededor de la colonia. Para ello, se inoculd el medio
gelatina con la suspension bacteriana formando una linea en el medio, se incubo a
35°C por 24 - 48 horas. La prueba fue positiva al formarse alrededor del crecimiento

una zona opaca.

Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana

Se realiz6 por el método de difusion en agar Miiller Hinton, descrito por
Bauer et al. (1966), siguiendo los lineamientos del Comité Nacional de Estdndares

para Laboratorios Clinicos (CLSI, 2009).

Se suspendieron de 3 a 5 colonias del microorganismo de interés, provenientes
del agar McConkey, en 4,5 ml de solucion salina fisioldgica, ajustando al patrén 0.5
de Mc Farland. Posteriormente, se realizo la siembra de la suspension de bacterias en
el agar Miiller Hinton con la ayuda de un hisopo de algodén, impregnado con la
suspension y se diseminé en la superficie del agar. Se procedid a colocar los discos de
antibidticos con la ayuda de una pinza y haciendo un poco presion. Los antibidticos
utilizados fueron los siguientes: aztreonam (30 pg), cefotaxima (100 pg), ceftazidima
(30 pg), piperacilina tazobactam (30 pg), imepenem (10 pg), meropenem (10 pg).
Paralelamente, se realizd un control de calidad donde se utilizé una cepa certificada

de P. aeruginosa ATCC 27856, y una de Escherichia coli ATCC 25922.

Aislamiento de plasmidos

Este método es una modificacion del descrito por Birboin y Doly, 1979 y se empleo

para aislar ADN plasmidico de manera rapida y en suficiente cantidad.

Las cepas de los bacilos BGNNF que mostraron resistencia a antibidticos

10



betalactamicos fueron cultivadas en 20 ml de caldo LB con ampicilina (16 pg/ml)
por 18 horas a 35°C, con agitacion. Posteriormente, se centrifugd la suspension a
5000 g por 5 minutos y se descartd todo el sobrenadante. Se suspendid el sedimento
con 200 pl de solucién estabilizante (50 mmol.10™ glucosa; 25mmol.107' Tris-HC;
pH 8; 10 mmol.10"EDTA; pH 8) con agitaciéon suave, luego se agregaron 10 pl
ARNasa (10 mg/ml) y se dejo 10 minutos en hielo, seguidamente, se anadieron 400
ul de solucion lisis (SDS: NaOH 1:1) se mezclo el tubo por inversion suave y se
incubd en hielo por 5 minutos (tratando de no exceder el tiempo). Posteriormente, se
agregaron 300 pl de solucion neutralizante (acetato de potasio 3 mmol, 10" pH 4,8)
previamente enfriado (en congelador), mezclandose por inversion e incubandose en
hielo por 5 a 8 minutos. Se centrifugé la suspensiéon por 20 minutos a 14 000 g a 4°C.
Se tomo la parte superior de la mezcla sin tocar la interfase y se colocd en un nuevo
tubo eppendorf y se agregd fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1),
mezclando por 5 minutos. Se centrifugd la suspension por 5 minutos a 14 000 g a
4°C, se agregd el sobrenadante en un tubo eppendorf y se afiadio 700 ul de
isopropanol, mezclando suavemente y dejando en hielo 10 minutos. Se centrifugé6 a
14 000 g por 15 minutos a 4°C eliminando luego el sobrenadante. Finalmente, se lavo
el sedimento o pellet con 500 pl de etanol 70% y se centrifugd por 10 minutos 14 000
g, se elimind el etanol y se dejo secar en la estufa. El pellet que contiene el ADN
plasmidico se resuspendi6é en 20 pl de buffer TE hasta el momento de su uso (Birboin

y Doly, 1979).

Visualizacion de moléculas plasmidicas

Los plasmidos extraidos fueron separados por electroforesis en gel de agarosa
al 0,8% en buffer TBE 0,5X (45 mM Tris, 45 mM de acido borico, Imn EDTA, pH
8,3); para preparar el gel de agarosa se anadieron 3 ul de solucion de bromuro de
etidio 10 mg/ml. Luego de preparado y solidificado el gel, se colocd en una camara

de electroforesis (sistema de gel electroforética, EC 330, Midicell Primo), la cual
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contuvo la solucién amortiguadora usada para preparar el gel. A cada uno de los
aislamientos plasmidicos analizados se le coloco, aproximadamente, 1 pl de colorante
de electroforesis y se mezcld suavemente. Con una micropipeta automatica se
colocaron 4 ul del ADN plasmidico en cada uno de los pozos del gel. En el primer
pozo se colocod un marcador de ADN de Lambda 1Kb (promega). Para la corrida se
aplico una corriente de 80 V a una temperatura de 4°C por hora y media, se sacé el
gel de agarosa, se coloco en un transiluminador UV High performace para observar

las bandas de ADN separadas, las mismas fueron fotografiadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De los BGNNF identificadas en el presente estudio, el mayor predominio
correspondid a Pseudomonas aeruginosa (65,81%), seguida de Stenotrophomonas
maltophilia (22,22%) (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion porcentual de cepas de bacilos Gram negativos no
fermentadores, provenientes de 3 estaciones del agua del rio Manzanares en el 2008.

N° de cepas por estaciones

Microorganismo E;, E, E; Total %
Pseudomonas aeruginosa 3 4 28 35 65,81
P. stutzeri 2 0 0 2 3,70
P. mendocina 1 0 0 1 1,85
P. orryzinhabitans 1 0 0 1 1,85
Stenotrophomona maltophilia 0 0 12 12 22,22
Sphingomonas sp 0 2 0 2 3,70
Complejo Burkholderia cepacia 1 0 0 1 1,85
Total 8 6 40 54 100,00

E: estacion. E;. La Fragua, E,: Los Dos Rio y E;: mercado municipal de Cumana.

El mayor numero de cepas aisladas se encontré en la estacion 3, que
corresponde al mercado municipal, ubicado en la desembocadura del rio Manzanares,
donde a diario se desechan gran cantidad de so6lidos y liquidos, desechos industriales
y combustible de pequeias embarcaciones, que contribuyen al aumento de la flora

bacteriana.

En la cuenca del rio Manzanares, son escasas las investigaciones realizadas
para determinar la carga de microorganismos heterotroficos. Al respecto, Ferndndez
(1984), en un estudio realizado en aguas superficiales de los rios Manzanares y

Guasdua del estado Sucre, Venezuela, report6 indices alarmantes de contaminacion,
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especialmente de origen bacteriano, logrando identificar especies patdgenas como

Salmonella sp. Escherichia coli'y Vibrio sp.

Gutiérrez  (2005), en investigaciones realizadas sobre las aguas del rio
Manzanares, en muestra recolectadas durante los periodos de sequia y lluvia en las
cuencas alta y media, reportd valores que van desde 2,20 x 10® hasta 2,40 x 10°
coliformes totales/100ml de agua; valores de 0 hasta 4,30 x 10° coliformes
fecales/100 ml de agua y 0 a 1,30 x 10° Clostridium/100 ml de agua, demostrandose
su presencia en todas las estaciones de muestreo, incrementandose en el periodo de
lluvia, en estos estudios no se han aislados BGNNF de interés clinico como

Pseudomas, S. maltophilia y Acinetobacter.

Los rios representan una de las principales fuentes de aguas para el consumo
humano y animal, la corriente de los mismos puede contribuir a mantener e incluso
diseminar elementos de resistencia bacteriana (Gofii-Urriza, et al., 2000). Al respecto
P. aeruginosa es una bacteria que no se considera autdctona del agua, puede derivar
de heces humanas y animales, y su deteccidon en agua se asocia con contaminacion
por descarga de aguas residuales, por lo tanto, hay una estrecha correlacion de su
presencia en ambientes acuaticos con fenomenos de contaminacién (De Vicente, et
al., 1991). Ademas, P. aeruginosa es una bacteria oportunista y es la causante de un
amplia variedad de infecciones, especialmente, de oidos, ojos y piel, su control en
aguas destinadas a la recreacion es obligacion en varios paises del mundo (Moore et
al., 2002). Esto se debe a que posee resistencia intrinseca a multiples antibidticos y a
una extraordinaria capacidad para adquirir nuevos mecanismos de resistencia por

mutaciones (Pollack, 1997).

S. maltophilia ha sido aislada de sistemas acuiferos potencialmente
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contaminados con herbicidas, y derivados del petréleo ampliamente usados como
gasolina, kerosene y diesel, contaminantes comunes del ambiente. En Venezuela no
se han reportado estudios realizados que informe sobre el aislamiento de S.
maltophilia en agua, sin embargo, ha sido aislada de fuentes y ambientes
hospitalarios, siendo sefialada como un importante patégeno oportunista, causante
principalmente de bacteremia, y procesos respiratorios (Araque ef al., 2001; Anton et
al,, 2005). Ademas, presenta resistencia a distintos agentes antimicrobianos por
poseer una bomba de eflujo (SmeDEF) que elimina hacia el exterior de la bacteria un
gran numero de sustancias (Alonso et al., 2001; Sanchez et al., 2005). Sin embargo,
el mecanismo mdas importante que contribuye al desarrollo de la resistencia a los
betalactamicos en S. maltophilia, es la presencia de betalactamasas, que se pueden
encontrar codificadas por plasmidos, los cuales pueden provocar una trasmision

horizontal de la resistencia (Paton et al, 1994).

De las 35 cepas identificadas como P. aeruginosa, se observd un
comportamiento uniforme para casi todas las pruebas con pocas variaciones segun el

esquema establecido por Koneman et al. (2008) (Tabla 2).
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Tabla 2. Frecuencia segun la identificacién bioquimica de cepas de Pseudomonas

aeruginosa aisladas de aguas del rio Manzanares. Cumanad, estado Sucre.

Prueba Resultados Esperados N %

Kliger Alc/Alc + 35 100,00
Oxidasa + 35 100,00
Motilidad + 35 100,00
OF Glucosa + 35 100,00
OF Maltosa - 32 91,43
OF Manitol + 21 60,00
Esculina - 18 51,43
Crecimiento 42°C + 35 100,00
Lisina - 33 94,28
Arginina + 33 94,28
Gelatina al 4% + 35 100,00
Polimixina B 35 100,00

N: Numero de cepas; OF: oxidacion/fermentacion.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la identificacion bioquimica de S.

maltophilia, los cuales mostraron un patrén constante al establecido por Koneman et

al. (2008) para la identificacion de BGNNF, sin embargo, se hallaron algunas cepas

con modificaciones en el patron; en el caso de oxidasa nueve cepas fueron negativas

y tres resultaron positivas, lo que sugiere que hay que considerar las cepas oxidasa

positivas, con las caracteristicas morfologicas de la colonia. En cuanto a la maltosa,

nueve cepas resultaron positivas y en manitol, diez fueron negativas. En la prueba de

esculina, once cepas dieron resultados positivas y diez resultaron negativas a arginina.
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Tabla 3. Frecuencia segun la identificacién bioquimica de cepas de
Stenotrophomonas maltophilia aisladas de aguas del rio Manzanares. Cumana, estado
Sucre.

Prueba Resultados Esperados N %

Kliger Alc/Alc + 12 100,00
Oxidasa - 9 75,00
Motilidad + 12 100,00
OF Glucosa + 12 100,00
OF Maltosa + 9 75,00
OF Manitol - 10 83,33
Esculina + 11 91,67
Crecimiento 42°C + 12 100,00
Lisina + 12 100,00
Arginina - 10 83,33
Gelatina al 4% + 12 100,00
Polimixina B S 12 100,00

N: Numero de cepas; OF: Oxidacion/ fermentacion.

En la figura 1 se muestra la susceptibilidad in vitro de P. aeruginosa a
betalactdmicos. Dada la inexistencia de un manual para muestras ambientales, se
tom6 como referencia el CLSI (2009), el cual se emplea para la susceptibilidad
antimicrobiana en muestras clinicas. Los resultados de la prueba muestran resistencia
a cefotaxima (78,28%), meropenem (57,14%), imipenem (22,86%), piperacilina
tazobactam (42,85%), y aztreonam (48,58%).

El porcentaje de resistencia a IPM (22%) es comparable con lo reportado por
Livermore (2002), quien indicé que a nivel mundial se ha informado una emergencia

en la resistencia de P. aeruginosa a IPM que va de 10 a 25%.
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Por su parte, Losch et al. (2005) determinaron la susceptibilidad en cepas de
P. aeruginosa de origen ambiental, encontrando cepas sensibles a las carbapenemas
(97,80%) y a Ceftazidima (100%), estos resultados son similares a los obtenidos en

este estudio, donde se observaron altos porcentajes de sensibilidad a IMP y CAZ.

La resistencia a los antibioticos ha sido relacionada con el uso inadecuado de
los mismos, mucho de estos son empleados en la agricultura y la industria. Este
problema comienza a ser alarmante porque los antibidticos, no metabolizados, pasan
directo al ambiente, donde entran en contacto con las poblaciones microbianas,
haciéndolas resistentes a los mismos, pero lo realmente preocupante es cuando esta
resistencia es adquirida en bacteria patégena, convirtiéndose en un problema no tan
solo de contaminacion de agua, sino de salud ambiental (Lenski, 1998; Kiimmerer,

2004; Kapil, 2005).
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Figura 1. Distribucion porcentual de la susceptibilidad in vitro de
Pseudomonas aeruginosa a los betalactamicos ensayados. ATM: Aztreonam, CTX:

% de resistencia
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Cefotaxima, CAZ: Ceftazidima, TZP: Piperacilina Tazobactam, MEM: Meropenem y IPM: Imipenem.

Los resultados obtenidos en este trabajo difieren de los reportados por Correa-
Basurto et al. (2007), quienes en un estudio realizado en México sobre aislamiento de
bacterias heterdtrofas del lago de los reyes aztecas, reportaron un porcentaje de

resistencia de 19,00% a CXT y 20,00% a ceftriaxone

Pitout et al., (1997) y Arias, et al. (2000) demostraron que la resistencia a los
betalactdmicos va en aumento gracias a la capacidad para producir betalactamasas.

Durante los ultimos 50 afios, se han incrementado las publicaciones sobre los
efectos a largo plazo que los antibidticos y pesticidas tienen en la salud humana y el
ambiente, y las aguas de los rios son los mayores receptores de estos contaminantes
(Guardabassi et al., 1998, Giger et al., 2003, Juarez-Figueroa et al., 2003 y Amin et
al., 2004).

La resistencia de los microorganismos a las carbapenemas constituye una
amenaza para los pacientes y las instituciones de la salud, ya que por muchos afios
han sido los antibidticos mas estables y activos contras bacterias con resistencia
multiple. En el caso de P. aeruginosa existe una mayor prevalencia de resistencia a
las carbapenemas, ya que esta bacteria posee multiples mecanismos de resistencia que
comprometen, no s6lo a las carbapenemas sino a todos los demas antibidticos
disponibles. Esta resistencia estd dada por la combinacion, al menos, de dos
mecanismos simultaneos de resistencia, el cierre de porinas junto con la produccion

de betalactamasa (Suarez, et al., 2006).

En la figura 2, se presentan los resultados de las pruebas de susceptibilidad a
bectalactamicos, en cepas de S. maltophilia, observandose resistencia a IPM (100%),

ATM (91,66%), CTX (100,00%), MEM (83,33%), TZP (66,66%) y CAZ (33,33%).
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Figura 2. Distribucion porcentual de la susceptibilidad in vitro de

Stenotrophomonas maltophilia a los betalactamicos ensayados. Aztreonam (ATM),
Cefotaxima (CTX), Ceftazidima (CAZ), Piperacilina Tazobactam(TZP), Meropenem (MEM),
Imipenem(IPM).

% de resistencia

Estos resultados son comparables con los reportados por Anton et al., 2005
en un estudio realizado en ambientes intrahospitalarias donde sefalan resistencia a
IPM, ATM (100%), a CTX (95,83%) y a TZP (75,00%), betalactdmicos. Por su parte,
Vay et al. (2005), en un estudio realizado en cepas de diferentes géneros y/o especies
de BGNNF aisladas, durante el periodo 1994-2002, en el Hospital Clinico José de
San Martin de Buenos Aires, Argentina, encontraron que cepas S. maltophilia

presentaron resistencia betalactdmicos.
Esta bacteria presenta un perfil cromosémico que es responsable del fenotipo

resistente a IMP, cefalosporinas tradicionales y a la mayoria de los carbapenemas

(Livermore, 2002).
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En el andlisis de los resultados obtenidos se diferenciaron catorce fenotipos
entre las cepas de P. aeruginosa, los cuales se designaron de manera arbitraria con
nimeros romanos (I hasta XIV), siendo el mas frecuente el fenotipo I, con nueve
aislados (25,71%), seguido de los fenotipos II y III, ambos con cuatro aislados
(11,40%) (Tabla 4). Las cepas que presentaron el fenotipo I (9 cepas) se
caracterizaron por ser sensible a cinco de los betalactdmicos ensayados y resistentes a
CTX. Sin embargo, cabe resaltar que los fenotipos restantes presentaron un patron
variable en cuanto a la susceptibilidad antimicrobiana, observandose fenotipos con un

patron de resistencia, al menos, a tres betalactamicos.

Estos resultados son comparables a lospublicados por, Gonzélez (2010), en un
estudio realizado en aislados de P. aeruginosa en aguas del rio Manzanares, quien
reporto siete fenotipos de susceptibilidad antimicrobiana, siendo el mas frecuente el
fenotipo II con seis aislados, presentando sensibilidad a los antibioticos CAZ, ATM,
MEM, IPM, TZP, PIP, CIP, GM, NN. Con estos resultados se detecta que el 74,29%
de las cepas de P. aeruginosa aisladas del rio Manzanares son resistente a los
betalactamicos mas potentes, la cual genera preocupacion; ya que este tipo de
antimicrobianos constituye la primera linea de eleccién, para el tratamiento de
infecciones graves producidas por bacterias Gram negativas incluyendo
P.aeruginosa, principalmente, las que son de origen nosocomial. En otras palabras, la
presencia de P. aeruginosa resistente a betalactdmicos en aguas del rio Manzanares
constituyen un riesgo para las personas propensas a adquirir infeccidon, que tengan

contacto con estas aguas.

En la tabla 5 se observa el patron fenotipico de susceptibilidad en cepas de
S.maltophilia, designados de manera arbitraria con letras (A — E), siendo A y B los
fenotipos mdas frecuentes con cuatro aislados (33,3%) cada uno, los cuales

presentaron un patron de resistencia muy similar, la diferencia estuvo en la

21



sensibilidad a CAZ por parte de las cepas del fenotipo B. Por otro lado, todos los

fenotipos mostraron a las carbapenemas.

Tabla 4. Patron fenotipico de susceptibilidad a betalactamicos en cepas de
Pseudomonas aeruginosa aisladas de aguas del rio Manzanares.

Fenotipo N Resistente Sensible
I 9 CTX ATM; TZP; CAZ;MEM;IPM
I 4 CTX; ATM; TPZ CAZ;MEM;IPM
11 4 TZP;ATM ;MEM CXT; CAZ, IPM
v 3 CTX;ATM; MEM,IPM TZP, CAZ
A% 2 CTX;TZP;MEM ATM ;CAZ;IPM
VI 2 CTX;MEM;IPM ATM;CAZ;TZP
VII 2 CTX; ATM;:MEM TZP;CAZ; IPM
VIII 2 ATM;MEM CTX; TZP; CAZ;IPM
X 2 MEM CTX; TZP; ATM, CAZ;IPM
X 1 CTX;TZP;ATM; MEM CAZ; 1IPM
X1 1 CTX;TZP;IPM ATM;CAZ;MEM
X1 1 TZP;MEM;IPM CTX; ATM;CAZ
XTI 1 CTX;TZP;MEM ATM;CAZ:IPM
X1V 1 CTX;TPZ;ATM; IPM CAZ;MEM

N: Numero de cepas; ATM: Aztreonam; CTX: Cefotaxima; TZP: Piperacilina Tazobactam; CAZ:
Ceftazidima; MEM: Meropenem; IP M: imipenem.

En la tabla 5 se observa el patron fenotipico de susceptibilidad en cepas

de S. maltophilia, siendo el mas frecuente el fenotipo A con cuatro aislados (33,3%),

el fenotipo B con cuatro (33,3%) y el fenotipo C con dos (16,70%).
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Tabla 5. Patron fenotipico de susceptibilidad a betalactamicos en cepas de
Stenotrophomonas maltophilia aisladas de aguas del rio Manzanares.

Fenotipo N Resistente Sensible
A 4  ATM:CTX:TZP:MEM:IPM,CAZ -
B 4  ATM:CTX:TZP:MEM:IPM CAZ
C 2 ATM:CTX:IPM:MEM CAZTZP
D 1 CTX:IPM CAZ :ATM: TZP:MEM
E 1 ATM:CTX:IPM CAZ:TZP:MEM

N: Numero de cepas; ATM: Aztreonam; CTX: Cefotaxima; TZP: Piperacilina Tazobactam; CAZ:
Ceftazidima; MEM: Meropenem; IPM: imipene.

Avison et al. (2001) sehala que S. maltophilia presenta una resistencia
intrinseca a los betalactamicos, sin embargo las cepas evaluadas mostraron
variaciones en los patrones fenotipicos obtenidos en este estudio, lo cual puede
deberse, a que la susceptibilidad antimicrobiana fue evaluada mediante el método de

difusion del disco en agar y no por CMI como lo recomienda el CLSI.

Poco se sabe sobre los fenotipos de susceptibilidad de S. maltophilia aisladas
de agua de rio. Sin embargo, los datos obtenidos en esta investigacion pueden ser
comparados con los encontrados por Anton (2006), quien realiz6é un estudio en cepas
de, S. maltophilia, pero provenientes de muestras de pacientes atendidos en una
unidad de cuidados criticos, reportando que el fenotipo més frecuente (patrén I) fue
el que mostrd resistencia a los antimicrobianos ATM, CTX, TZP, CAZ, IPM. Esto
podria estar indicando que cepas de S. maltophilia aisladas de pacientes
hospitalizados ademds se encuentran en el ambiente, lo cual también llena de
preocupacion, por lo que se haria necesario realizar estudios que se aboquen a

comparar las caracteristicas de este microorganismo aislados de ambos ambientes.
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En la tabla 6 se muestran las bandas plasmidicas de P. aeruginosa, S.

maltophilia 'y B. cepacia de las cepas resistentes a los betalactdmicos ensayados.

Tabla 6. Bandas obtenidas de la extraccion de plasmidos de cepas de Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia y Burkholderia cepacia resistentes a los
betalactamicos probados.

Numero de Cuenca Numero de bandas Valor aproximado de Kb
muestra
P.a?23 3 1 1:>10,00
P.a?26 3 2 1:5,00; 1: >10,00
P.a45 3 4 3:2>10,00;1:8,00
S.m22 3 3 2:>10,00;1:8,00
S.m25 3 6 3:>10,00;1:8,00;1:4,00;1:2,00
S.m?29 3 2 1: >8,00;1:>10,00
S.m 31 3 1 1: >8,00
S.m 37 3 1 1: >10,00
B.c013 2 2 1:4,00;1:>10,00

P. a: Pseudomona aeruginosa; S. m: Stenotrophomona maltophilia y B. c¢ Burkholderia

cepacia.

En las cepas de P. aeruginosa, se observo la presencia de banda plasmidica
solamente en las muestras 23, 26 y 45 que van desde 5,00 hasta >10,00 Kb,
aproximadamente, en las cepas restantes no se evidencio la presencia de estas bandas,
sin embargo no se puede asegurar que las mismas carecen de plasmidos. Es de hacer
notar que las cepas que albergan pldsmidos resultaron resistentes a, por lo menos,
tres betalactamicos, por lo que seria interesante establecer, en estudios posteriores, la
relacion que pudiera existir entre dicha resistencia y los plasmidos. En las cepas de S.
maltophilia, 22, 25, 29, 31, y 37, se evidenciaron bandas plasmidicas de alto peso

molecular que van desde 3,00 hasta > 10,00 Kb, aproximadamente, y en la cepa de B.
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cepacia correspondiente a la estacion 1, se evidencid la presencia de 2 bandas
plasmidicas de 4,00 y > 10,00 Kb, aproximadamente. Como se puede observar, en
ninguna de las cepas que presentaron pldsmidos se distingue un patrén de bandas
similares, la cual hace pensar que se podria tratar de cepas no relacionada entre si por
la que se hace necesario realizar otros ensayos que permitan caracterizar los
plasmidos aislados en el presente estudio, la cual no fue objeto de esta investigacion

(Figura 3)
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Figura 3. Perfil plasmidico de las cepas estudiadas en gel de agarosa al 0,8%.
A: Marcador molecular (1 Kb). 13 cepa de Burkholderia cepacia, 22,25,29,30,31,37,42 cepas de
Stenotrophonomas maltophilia, 01,18,19,23,26,44,45 cepas de Pseudomanas aeruginosa.

Se ha reportado una relacion entre el grado de contaminacion de aguas y la
prevalencia de P. aeruginosa. Al respecto Pirnay et al. (2005) report6d en Bélgica, que
esta bacteria prolifera mejor en ambientes contaminados con petréleo, pero es mal

competidor en ambientes no alterado por el hombre; crece y es capaz de proliferarse
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rapidamente cuando los nutrientes estén disponibles o las condiciones sean

favorables.

Tanto en la ganaderia como en acuicultura, el uso profilactico de antibidticos
puede ser reemplazado por medidas de higiene, sin repercusiones para la salud animal
y la economia de la industria, demostrando que este uso es innecesario y totalmente
prescindible (Dowling, 2000; Gorbach, 2001 y Sorum et al., 2002). Asi mismo, el uso
de agentes antimicrobianos en acuicultura ha seleccionado bacterias resistentes en los
ecosistemas expuestos, dicha resistencia puede diseminarse entre bacterias. Ademas
existe evidencia epidemioldgicas y moleculares que sefialan que los genes que
median la resistencia pueden ser transmitidos entre bacterias, la cual las condiciona
para producir infecciones en humanos y en animales terrestres (Angulo, 2000;
Cabello, 2004; Amin et al., 2004; Losch et al, 2005). Esto indica que los
comportamientos acudticos y terrestres carecen de fronteras respecto del flujo de
genes de resistencia a antibioticos (Aguero ef al., 1984) y también que el fenémeno
de resistencia es global, ya que el uso de antibioticos en un ambiente tendra, a lo
largo del tiempo, repercusiones en otros ambientes aparentemente lejanos. Esta
resistencia se manifiesta con el mero uso de antimicrobianos, pero claramente se
acelera e intensifica con el abuso de antibidticos, cuando se exponen bacterias a estos
agentes en forma innecesaria, prolongadamente o en dosis subterapéuticas, con lo que
se desencadenan los mecanismos genéticos inductores de resistencia y se traspasan

estas propiedades entre las bacterias.

Un estudio realizado por Bastl et al. (1988) explica que el uso rutinario de
antibioticos en la acuicultura, con el objeto de resolver problemas de enfermedades
infecciosas en las granjas, ha resultado en un incremento de la presencia de plasmidos

que confieren resistencia en diferentes bacterias patogenas.
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P. aeruginosa es el microorganismos mas utilizado y estudiado en la
biorrernediacion y presenta una serie de actividades naturales sobre la xenobiotica,
pero también es conocido por ser patdgeno oportunista en humanos y responsable de
complicaciones graves en personas inmunosuprimidas, con quemaduras severas o con
fibrosis quistica, existe mucho interés en el estudio de las relaciones filogenéticas
entre aislados clinicos y ambientales (Rockne et al., 2000). Esta bacteria tiene la
capacidad de sintetizar ramnolipidos involucrados en procesos de remocion de aceites
y productos relacionados cuando se encuentra en la fase estacionaria de su
crecimiento, esto solo se puede realizar en la primera fase del proceso de
biorremediacion, contribuyendo asi con la movilizacion y solubilizacion de los
contaminantes durante la fase siguiente de mineralizacion (Demaneche et al., 2001).
Las condiciones de contaminacion que presenta la estacion del mercado favorecen la

presencia de P. aeruginosa en esta estacion.

Las cepas de S. maltophilia presentaron un gran numero de bandas
plasmidicas, El fenotipo de resistencia a betalactdmicos en este microorganismo,
fundamentalmente es de caracter intrinseco, lo cual se debe principalmente a la
produccion heterogénea de dos tipos de betalactamasas inducibles, L; y L, (Paton et
al., 1994 y Avison et al., 2001). Anteriormente se pensaba que la codificacion de
estas enzimas era del tipo cromosdmico. Sin embargo, un estudio realizado por Walsh
et al., (1994), demuestra que la codificacion de estas enzimas se localiza en un
fragmento de tipo plasmidico de gran tamafio que puede considerarse como parte de

un cromosoma fragmentado
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CONCLUSIONES

Las cepas con mas prevalencia fueron Pseudomonas aeruginosa, seguida por

Stenotrophomona maltophilia.

Las cepas de P. aeruginosa y S. maltophilia presentaron variaciones en el patron de
identificacion, que puede ser producto de cambios en el metabolismo de la bacteria.

En S. maltophilia, al momento de aplicar los esquemas de identificacion debe
considerarse la prueba de oxidasa, teniendo en cuenta la posibilidad de cepas oxidasa

positiva.

Los resultados de este estudio indican que en la estacion del mercado municipal,
cepas como P. aeruginosa y S. maltophilia son resistentes a antibidtico de
importancia clinica como los betalactamicos, convirtiéndose en una amenaza de
salud publica para las zonas adyacentes a este reservorio de agua.

S. maltophilia presento un fenotipo de resistencia natural de su especie

Las cepas de P. aeruginosa y S. maltophilia mostraron en su mayoria plasmidos de

alto peso molecular (> 10,00Kb aproximadamente).
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios mas completos para determinar las bacterias presentes en el

rio Manzanares.

Crear programas para el manejo adecuado de los antibidticos basados en la
epidemiologia local, asi como utilizar estrategias para la prevencion y control de la

diseminacion de estas bacterias con resistencia multiple.
Implementar programas de educacion para el uso racional de los antibidticos y

el lavado de manos, como medidas efectivas para el control de la resistencia

bacteriana.
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