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Resumen

Los antibioticos constituyen mecanismos naturales usados por las bacterias para
cumplir funciones de defensa y sefializacion. Sin embargo, se conoce poco sobre la
resistencia a antibioticos en la gran mayoria de las bacterias en ambientes acuaticos.
En esta investigacion se presentan los resultados de la identificacion bioquimica y
el patron de resistencia a antibidticos en trece aislados ambientales de muestras de
agua. Los aislados se sembraron en agar Cetrimide y MacConkey para observar las
caracteristicas morfologicas de las colonias presuntivas de Pseudomonas spp. Cada
aislado se 1dentificd por pruebas bioquimicas usando el sistema semiautomatizado
con antibiograma por el método de minima concentracion inhibitoria (MicroScan®
DADE Behring). De trece aislados estudiados, ocho fueron identificados como
Pseudomonas aeruginosa (96.72 a 99.99%), otros dos aislados fueron 1dentificados
como Pseudomonas fluorescens/putida (63.35 a 99.99%) y uno como Escherichia
coli (99.58%). Los aislados fueron probados con 23 antibidticos utilizados
frecuentemente para el tratamiento de patogenos clinicos representando un amplio
espectro de aminoglucosidos, P-lactamicos, fluoroquinolonas y cefalosporinas.
Los aislados identificados como F. aeruginosa resultaron sensibles a los
aminoglucosidos, fluorogquinolonas y dos p-lactdmicos (imipenem y meropenem),
mientras que cinco de estos aislados mostraron tener beta-lactamasas inducibles
(resistentes). Los dos aislados identificados como P. fluorescens /putida presentaron
un 100% de sensibilidad a todos los antibioticos probados. Se ha reportado que la
resistencia a los P-lactdmicos en p aeruginosa, dependera de la expresion de genes
cromosomales que codifican para p-lactamasas y esta resistencia se ha encontrado
en cinco de los trece aislados ambientales acuaticos aqui reportados.

Palabras clave: ambientes acuaticos, Pseudomonas spp., resistencia a
antibidticos, beta-lactamasas inducibles.
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Introduccion

Los antibidticos constituyen mecanismos
naturales usados por las bacterias en
sus sistemas ecologicos para cumplir
funciones de defensa y sefalizacion
La abundancia de antibidticos naturales
parece ser baja y restringida a sus
ambientes mas cercanos y aun se conoce
poco sobre la resistencia a antibioticos
en la gran mayoria de las bacterias
en ambientes acuaticos y de suelos
[Allen et al, (2010)]. El origen de los
genes asociados con la resistencia es
importante para entender la evolucion
y diseminacion de la resistencia en
MICroorganismos patogenos.

Los antibidticos utilizados en medicina
para el tratamiento de infecciones y
aquellos utilizados en agricultura para
aumentar el crecimiento de animales
y en prevencion de enfermedades son
liberados sin metabolizar a los ambientes
acuaticos via sistema de aguas servidas
(Kummerer, 2004). Las investigaciones
para detectar siocurre ono transferencia
de genes que codifican enzimas que
confieren resistencia son limitadas; sin
embargo se han detectado bacterias
resistentes en los siguientes ambientes:
efluentes de hospitales, plantas de
tratamientos de aguas, aguas de rios
y lagos, agua potable y sedimentos. El
objetivo de esta investigacion fue realizar
el aislamiento, identificacion bioquimica
y patron de resistencia de un grupo
de bacterias pertenecientes al banco
de aislados ambientales acuaticos del
Laboratorio de Microbiologia acuatica
de la Universidad Simon Bolivar.
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Materiales y Métodos
Purificacion de las colonias
ambientales

Trece (13) aislados de la coleccion se
repicaron dos veces en medio Cetrimide
y en LB. Se sembraron en medio
Cetrimide y MacConkey para observar
el crecimiento, formacidon de pigmento
y las caracteristicas morfologicas de las
colonias. Se tomaron muestras a partir
del medio Cetrimide y se sembraron
en medio liquido LB, a las 24 horas
se procedid a realizar la purificacion
por medio de la técnica de diluciones
seriadas dentro del rango 10-1 — 10-7.
Pruebas presuntivas

A las cepas purificadas se le hizo el test
de la oxidasa con los discos Taxo Oxidasa
(BBL) y las pruebas bioquimicas
presuntivas de Khger (fermentacion
de glucosa v lactosa) v los aminoacidos
arginina, ornitina y lisina (Tabla 1).
Identificacion y  resistencia a
antibidticos

Trece aislados fueron identificados
por medio del sistema MicroScan®
Dade Behring (Dadebehrig, 2005),
semiautomatizado en el laboratorio
clinico Hemalab de Caracas, el cual
ademas de la 1dentificacion por género
y especie arrojo el antibiograma del
microorganismo por medio del método
de minima concentracion inhibitoria
(Figura 1; Tablas 1y 2).
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Figura 1. Panel de identificacion para a) Pseudomonas aeruginosa; y b) Pseudomonas
Jluorescens/pulida por el método MicroScan® Dade Behring.

Resultados y Discusion

Detrece (13)aislados estudiados, ocho (8)
fueron i1dentificados como Pseudomonas
aeruginosa (96.72 a 99.99%), otros dos
(2) aislados fueron identificados como
Pseudomonas fluorescens/putida (63.35
a 99.99%) y uno (1) como FEscherichia
coli (99.58%), (Tabla 1). Dos (2) aislados
no pudieron ser identificados con un
porcentaje de confiabilidad aceptable
(mayor a 95%). En la Figura 1, se
muestran los paneles de identificacion
por el método MicroScan para dos
(2) de los aislados identificados como
pertenecientes al género Pseudomonas.
Los aislados fueron probados con 23
antibidticos utilizados frecuentemente
para el tratamiento de patogenos clinicos
representando un amplio espectro
de  aminoglucosidos, B-lactdamicos,
Shiorogquinolonas y cefalosporinas. En
particular, los aislados identificados
como P. Aeruginosa, dieron resultados
contundentes

para 11 antibidticos
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(Tabla 2), resultando sensibles a los
aminoglucosidos,
y dos (imipenem y
meropenem), mientras que cinco (5)

Jluoroquinolonas
B-lactdmicos

de estos aislados mostraron tener beta-
lactamasas inducibles (resistentes). Los
dos (2) aislados identificados como P.
Fluorescens/putida presentaron un 100%
de sensibilidad a todos los antibioticos
probados.
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Las Pseudomonas aeruginosa aisladas
de ambientes acuaticos, pueden
desarrollar mecanismos de resistencia
antibioticos por adquisicion de genes
de resistencia que se encuentran en
elementos moviles como los plasmidos,
o a traveés de un proceso mutacional
que altera la expresion y/o funcidn de
mecanismos de defensa codificados por
cromosomas [Lister et al., (2009)].

Los aislados identificados  como
P aeruginosa (Tabla 1) mostraron
sensibilidad a la mayoria de los
antibidticos a los que fueron expuestos;
no obstante, presentan resistencia los
B-lactdmicos (Tabla 2). Probablemente
el mecanismo de resistencia a estos
antibidticos dependera de la expresion
de los genes cromosomales que
codifican para P-lactamasas. De
acuerdo con Martinez (2009) “todas
las especies de P. aeruginosa contienen
genes cromosomales que codifican
para las enzimas p-lactamasas para
que los P-lactdmicos no sean capaces
de cumplir su accidén principal que es
la de mnterrumpir la sintesis de la pared
bacteriana. Hs interesante observar que
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aun cuando se trata de cepas recogidas
en sitios geograficamente dispersos, las
mismas presentan los mismos patrones
de antibiograma”, (Tablas 1 y 2).
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