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Resumen: Pseudomonas aeruginosa es parte de un grupo de bacterias ubicuas en el ambiente. Su elevado nivel de resistencia intrinseca a
los antibioticos, unido a su capacidad para desarrollar nuevos mecanismos de resistencia, hacen de este patdogeno oportunista uno de los mas
dificiles de tratar. El objetivo del presente estudio fue evaluar la susceptibilidad a antibioticos de P. aeruginosa aislada del agua de consumo
humano de la comunidad Santa Rosa de Agua, Maracaibo, estado Zulia, asi como la deteccion de enzimas de resistencia a antibidticos.
Se analizaron 40 muestras. El aislamiento de Pseudomonas se realiz6 en caldo asparagina y agar cetrimide, con posterior identificacion
bioquimica. La susceptibilidad a antibidticos se determind, segin el método de difusion en disco y la produccion de enzimas mediante la
sinergia de discos. El 92,5% de las muestras presentaron Pseudomonas, lograndose aislar 22 cepas de P. aeruginosa. El mayor porcentaje
de cepas resistentes fue ante aztreonam (36,4%), seguido por ceftazidima (22,7%), cefepime (13,6%) y tobramicina (4,5%). El 18% de
las cepas resultaron positivas para la determinacion de BLEE mediante disociacion de betalactamicos, asi mismo el 9% positivas para
carbapenemasas y metalobetalactamasas.
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Antibiotic susceptibility of Pseudomonas aeruginosa isolated from drinking water from
Santa Rosa de Agua community, Maracaibo Zulia State

Abstract: Pseudomonas aeruginosa is a group of ubiquitous bacteria found in the environment. Its high level of intrinsic antibiotic resistance,
coupled with its ability to develop new mechanisms of resistance, make this opportunistic pathogen one of the most difficult to treat. The
aim of this study was to evaluate the antibiotic susceptibility of P. aeruginosa isolated from drinking water from Santa Rosa de Agua
community, Maracaibo, Zulia State, as well as the detection of antibiotic resistance enzymes. Forty isolates were analyzed using asparagine
agar broth and cetrimide, with subsequent biochemical identification. Antibiotic susceptibility was determined by the disc diffusion method
and enzyme production was studied by combined disc diffusion. Of the specimens studied 92.5% were positive for Pseudomonas, of which
22 isolates were P. aeruginosa. The highest percentage of resistant strains were to aztreonam (36.4%), followed by ceftazidime (22.7%),
cefepime (13.6%) and tobramycin (4.5%). The determination for extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) was 18% positive and 9%
positive for carbapenemases (KPC) and metallo-beta-lactamases (MBL).
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Introduccion

Pseudomonas es un género que pertenece a la familia
Pseudomonaceae, la cual esta integrada por una diversidad
de especies que habitan en el suelo y aguas estancadas;
algunas de ellas forman parte de la flora del intestino de
varias especies de animales y del hombre [1].

La especie P. aeruginosa es encontrada, frecuentemente,
en aguas naturales como lagos y rios, en concentraciones que
van desde 10/100mL hasta >1.000/100mL. Sin embargo, no
es usual en aguas de consumo humano, donde generalmente
se encuentra en un 2% o menos en las muestras analizadas.
Su presencia en este tipo de agua, probablemente esta
relacionada con su habilidad de colonizar las biopeliculas
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que estan presentes en los sistemas de distribucion; ademas,
es capaz de multiplicarse en un rango de substratos muy
amplio, ya que puede proliferar gracias a la gran variedad
de compuestos organicos que utilizan como fuentes de
carbono y energia. Esta especie puede ocasionar graves
y diversas patologias infecciosas, tanto en pacientes
inmunocompetentes como inmunosuprimidos, ya sea del
ambiente hospitalario o comunitario [2-4].

Recientemente, se ha demostrado que P. aeruginosa
es uno de los contaminantes mas comunes en las fuentes
de agua potable y de consumo humano, ya que presentan
requerimientos nutricionales muy bajos, teniendo como
unico limitante para proliferar la presencia de oxigeno
[1]. En Venezuela, la Gaceta Oficial N° 36.395 en el
articulo 8 establece que el ente responsable del sistema
de abastecimiento de agua potable debe asegurar que ésta
no contenga microorganismos transmisores o causantes
de enfermedades, ni bacterias coliformes termoresistentes
(coliformes fecales), siguiendo como criterio de evaluacion
de la calidad microbiologica la deteccion del grupo
coliformes [5], sin incluir la deteccion de P. aeruginosa
en los analisis microbioldgicos para la calidad de agua de
consumo humano [1]. En este sentido, la Organizacion
Mundial de la Salud indica que el agua es esencial para la
vida y todas las personas deben disponer de un suministro
de agua satisfactorio (suficiente, inocuo y accesible), bien
sea que esté destinada para consumo humano o higiene,
indicando que no existe un limite inferior tolerable en
cuanto a la presencia de microorganismos patégenos y
considerando que el peligro mas comun y difundido, relativo
al agua de consumo humano, es el de su contaminacion
microbiana [6].

Conociendo que la presencia de P. aeruginosa es innata
en los espacios ambientales, tanto terrestres como acuaticos
y que presenta gran importancia clinica, es alarmante y
lamentable saber que en muchos paises de Latinoamérica no
se incluya, en la normativa de calidad de agua para consumo
humano, la deteccion de P. aeruginosa, siendo Venezuela
uno de ellos. La normativa venezolana incluye la deteccion
de P aeruginosa en el agua envasada, requiriéndose
ausencia de este patdogeno en 100 mL de muestra [7].
No obstante otros paises, como Argentina, si incluyen su
deteccion en el agua potable no envasada, requiriéndose su
ausencia en 100 mL de muestra [8]. Asimismo, las normas
oficiales para la calidad de agua en Uruguay, incluyen
dentro de los aspectos microbiolégicos la determinacion de
P aeruginosa, expresando la prohibicion de la distribucion
y consumo de aguas no potables [9].

El papel de P aeruginosa como agente patdogeno
responsable de infecciones comunitarias y sobre todo
nosocomiales, estd plenamente reconocido; sin embargo,
elegir antibidticos correctamente se convierte en un
problema, debido a que posee una eclevada resistencia
natural a una gran variedad de antimicrobianos, ademas
de una extraordinaria habilidad de adquirir y sintetizar
nuevos mecanismos de resistencia [10]. Entre los factores
que intervienen, en el mecanismo de resistencia natural de

P aeruginosa, se encuentran la escasa permeabilidad de la
membrana externa, la presencia de bombas de expulsion,
la modificacion del sitio de unidén al antibidtico, la
modificacion de rutas metabolicas internas y la produccion
de enzimas como las betalactamasas, carbapenemasas y
metalobetalactamasas [4].

Las betalactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo
betalactamico de los antibidticos y destruyen su sitio
activo impidiendo su actividad [11]. Estas incluyen las
carbapenemasas, que hidrolizan un mayor espectro de
antibidticos, incluyendo los carbapenémicos (sumamente
importantes en el tratamiento de infecciones por bacilos
gramnegativos multirresistentes) [12], y las carbapenemasas
de tipo metalobetalactamasas (MBL), las cuales producen
resistencia a todos los betalactamicos, incluyendo los
carbapenemas [11].

Debido a la alta incidencia de este microorganismo
en muestras de agua de consumo humano analizadas, el
objetivo del presente estudio fue evaluar la susceptibilidad a
antibidticos de cepas de P. aeruginosa en el agua de consumo
humano proveniente de la red hidrolégica de la comunidad
Santa Rosa de Agua, Maracaibo, estado Zulia, asi como la
deteccion de enzimas de resistencia a antibidticos en las
cepas identificadas.

Materiales y métodos

Area de estudio: La comunidad de Santa Rosa de Agua
estd ubicada en la zona noreste del municipio Maracaibo
(Venezuela), justo a orillas del lago, situada entre el Lago de
Maracaibo, avenida el Milagro, barrio Santa Rosa de Tierra
y barrio Puntica de Piedra, en la parroquia Coquivacoa [13].
Para el afno 2010, segin censos informales realizados por
los consejos comunales, se totalizan unos 8.000 habitantes
[14].

Captacion de muestras: Las muestras se recolectaron en
diferentes puntos, seleccionados de acuerdo a su importancia
para la comunidad (Tabla 1). Se solicitdé permiso de los
habitantes de la zona, a través del Centro de Educacion
Popular de Santa Rosa de Agua (CEP), con la intervencion
de representantes de la comunidad. Para la toma de la
muestra se utilizaron envases de vidrio estériles de un litro,
los cuales se transportaron en hielo para su procesamiento,
en un lapso no mayor a seis horas. Se determino la presencia
de cloro en las muestras de agua a través del método
colorimétrico, encontrandose ausencia del mismo, por lo
cual no se requirio la adicion de tiosulfato de sodio (norma
COVENIN N° 2614) [15].

Basado en la Gaceta Oficial Venezolana N° 36.395 [5], y
de acuerdo al nimero de habitantes de la zona, se realizé un
muestreo mensual durante 4 meses (marzo-junio 2013) en
10 sitios. Las caracteristicas de los sitios de muestreo y la
procedencia de las muestras se detallan en la tabla 1.

Determinacion de P. aeruginosa: El aislamiento ¢
identificacion de P. aeruginosa se realizo a través de la
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Tabla 1. Ubicacion y caracterizacion de los sitios para la toma de muestras de agua de consumo humano en la comunidad Santa Rosa

de Agua. 2014.

SIIEEO UBICACION SISTEMA DE ADUCCION DESCRéII’TCII(())N DEL OBSERVACIONES
SR1 Av. Principal Red de distribucion. Ublcha en la zona de la Muestra de tanque de
av. principal. almacenamiento.
Desembocadura de aguas
SR2 Zona de palafitos Red de distribucion. residuales del colector. Muestra de tanque de
(El Coloso) 0 almacenamiento.
Area de pescadores.
Zona de palafitos Muestra de tanque que se
SR3 P Red de distribucion. Zona retirada del desagiie.  llena a través la tuberia
(La Puntica) L
principal.
SR4 Zona Capitdn Chico  Red de distribucién. Zona Capitan Chico. Muestra del tanque. Alimenta

Centro Educativo
SRS Popular "Jests
Rosario Ortega"

Red de distribucion.

E. B. N. "Dr. Jesus o
SR6 Maria Portillo". Red de distribucion.

Ambulatorio Urbano e,
SR7 Santa Rosa de Agua Red de distribucion.

Preescolar "Negra

SR8 Matea"

SR9 Mundo Perdido

SR10 Ayacucho Red de distribucion.

Red de distribucion y tanque.

Al lado del Manglar. 150 personas.

Ubicada a un lado del
centro médico dental y al
centro recreativo.

Muestra del tanque de
comedor. El agua de tuberia
posee un filtro.

Ubicada frente a la Plaza
y conecta con la orilla del

Muestra de tanque. Funciona
preescolar y primaria.

Lago. Poblacion: 900 nifios.
Modificacion de la Muestra de tanque de
estructura. almacenamiento.

Av. Principal diagonal al Muestra del grifo del
CEP. comedor.

Av. Eco del Zulia
Cerca de manglares.

Cercania a Cafio Tirso
o Rincon de Mangle.
Callejon Ayacucho.

Muestra de tanque de
almacenamiento

técnica del nimero mas probable [16]. Se utiliz6 una serie
de 10 tubos de caldo asparagina (Merck Millipore, US),
doble concentrado, inoculados con 10 mL de muestra e
incubados durante 24 a 48 horas. Posteriormente se observo,
con la ayuda de una lampara ultravioleta de onda larga, la
presencia de un pigmento fluorescente verde. La presencia
de P, aeruginosa, se confirmé en agar cetrimide (Difco BBL,
México), con posterior identificacion mediante pruebas
bioquimicas (agar hierro triple azlcar, citrato y oxidasa) y
la utilizacion del sistema de identificacion rapida API® 20E
(bioMérieux, Francia).

Determinacion  fenotipica de la susceptibilidad a
antibioticos: Se investigé mediante el método de difusion en
disco, de acuerdo a la metodologia descrita por el Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorios del 2013 (CLSI,
por sus siglas en inglés) [17]. Los antibidticos probados
fueron: ceftazidima (CAZ-30 pg), gentamicina (GM-
10 pg), tobramicina (TM-10 pg), cefepime (FEP-30 ng),
aztreonam (ATM-30 pg), piperacilina/tazobactam (TZP-
100/10 pg), meropenem (MEM-10 pg), imipenem (IMP-
10 ng), amikacina (AK-30 pg), EDTA y amoxicilina/acido
clavulanico (AMC-100/10 ug); estos ultimos empleados
exclusivamente para la deteccion fenotipica de enzimas
de resistencia a antibioticos. Los discos de EDTA fueron
preparados en el laboratorio, utilizando discos de papel

de filtro blanco Whatman nimero 2 de 6 mm de didmetro,
los cuales fueron impregnados con 10 pul. de EDTA 0,5
M pH 8,0 [17]. Los demas antibidticos fueron adquiridos
comercialmente.

Deteccion fenotipica de enzimas de resistencia a
antibioticos: Se realizd mediante el método de sinergia
de doble disco, siguiendo las recomendaciones descritas
en el Manual de Procedimientos Operativos del Centro
de Referencia Bacteriologica del Servicio Auténomo
Hospital Universitario de Maracaibo, regido por las normas
y sugerencias del CLSI, detectandose: a) Betalactamasas
de espectro extendido (BLEE) inhibidas por imipenem,
utilizando discos de CAZ ¢ IMP; b) BLEE inhibidas por
acido clavulanico, empleando discos de AMC, CAZ y
FEP; c) BLEE mediante disociacion de betalactamicos,
segun la disociacion entre FEP y CAZ; d) Carbapenemasas,
utilizando discos de MEM e IMP y e) Metalobetalactamasas,
aplicando discos de EDTA, MEM e IMP [18].

Andalisis estadistico: Para analizar los resultados obtenidos
en esta investigacion se aplico una estadistica descriptiva,
utilizando el sistema computarizado Microsoft Excel 12.0;
dichos resultados fueron expresados en porcentajes, tablas
y figuras.
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Resultados y discusion

Se estudiaron 40 muestras de agua de consumo humano
para determinar la presencia de P. aeruginosa y sus patrones
de susceptibilidad a antibidticos. Pseudomonas se detectd
en el 92,5% (37/40) de las muestras analizadas; de ellas
el 60% correspondié a P. aeruginosa, (22 cepas). El alto
porcentaje de Pseudomonas en agua puede estar relacionado
con la formacion de biopeliculas, al ser la mayoria de estas
muestras procedentes de aguas almacenadas, producto de la
intermitencia del suministro de la misma en esta poblacion.

Estudios previos han reportado valores elevados de P.
aeruginosa en muestras de agua, lo cual concuerda con lo
reportado en este estudio. Iriarte y Gomez determinaron la
calidad del agua potable para consumo humano en el estado
Nueva Esparta (Venezuela), obteniendo 165 muestras
del agua distribuida por cisterna y la almacenada por los
residentes para usos domésticos, de las cuales el 46%
resultaron positivas para la presencia de P. aeruginosa
[19]. Posteriormente Rojas y col., determinaron la calidad
microbioldgica de 50 muestras de agua potable envasada, de
las cuales el 17,4% de las muestras resultaron positivas para
P. aeruginosa [20]. Por ello es necesario el seguimiento de
este microorganismo en muestras de agua en Venezuela, a
fin de evaluar su inclusion como indicador de contaminacion
microbiana en aguas de consumo humano.

E172,7% (16/22) de las cepas de P. aeruginosa presentaron
resistencia al menos a uno de los 9 antibidticos analizados,
siendo resistentes ante ATM, CAZ, FEP, TM, y sensibles
a GM, TZP, MEM, IMP, AK. Se encontraron variaciones
en el porcentaje de cepas resistentes a los antibioticos,
la cual esta representada en la figura 1. Flores et al.
reportaron resistencia a antibioticos en el 68% de las cepas
de Pseudomonas aisladas de agua de consumo procedente
de un acuifero [21]. Estudios previos han demostrado la
sobrevivencia de bacterias resistentes a antibidticos en
los tratamientos de agua, considerando los sistemas de
distribucion como un reservorio para la diseminacion de
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Figura 1. Porcentajes de sensibilidad y resistencia a antibidticos in vitro
de Pseudomonas aeruginosa aislada del agua de consumo humano de la
comunidad Santa Rosa de Agua, 2014. Aztreonam (ATM), ceftazidima
(CAZ), cefepime (FEP), tobramicina (TM), gentamicina (GM),
piperacilina tazobactam (TZP), meropenem (MEM), imipenem (IMP) y
amikacina (AK).

patdgenos oportunistas resistentes a antibidticos [22].

Una cepa presento resistencia simultanea a dos antibioticos
(Tabla 2). Ninguna cepa mostro resistencia intermedia a los
antibioticos utilizados.

ATM fue el agente antimicrobiano al que P. aeruginosa
mostr6 mayor resistencia, con un 36,4% de cepas
resistentes. Es el Gnico compuesto de interés del grupo
de monobactamicos, mostrando una actividad potente y
especifica in vitro frente a un amplio espectro de patdogenos
aerobios gramnegativos, incluyendo P aeruginosa. La
accion bactericida de ATM se produce por la inhibicion de la
sintesis de la pared de la célula bacteriana [23]; sin embargo,
P. aeruginosa tiene la habilidad de sintetizar betalactamasas
[24], destruyendo el sitio activo del antibiotico [25].

Tabla 2. Patrones de resistencia a antibidticos y produccion de BLEE,
carbapenemasas y metalobetalactamasas en las 22 cepas de P. aeruginosa
aisladas del agua de consumo humano de la comunidad Santa Rosa de
Agua, Maracaibo estado Zulia. 2014.

BLEE inhibida por
Cepa Patr_otnes (_ie - CARB MBL
resistencia Blac IMP  Ac.ClL

1 ATM,CAZ - - - - -
2 ATM - - - . .
3 - - - - - -
4 CAZ - - - - -
5 FEP + - . . .
6 ATM : - . + N
7 ATM - - - - -
8 ATM . - - . .
9 FEP + - - - -
10 ATM - - - - -
11 - - - - . .
12 CAZ - - - - -
13 - - - - - -
14 - - - - - -
15 CAZ - - - - -
16 . - - - . .
17 ATM - - - . .
18 ATM - - - + +
19 ™ - - - - -
20 CAZ . - - . .
21 FEP + - - . .
22 - - - - . .

ATM (aztreonam), CAZ (ceftazidima), FEP (cefepime), TM (tobramicina),
BLEE: B-lactamasas de espectro extendido, Blac: BLEE inhibida por
disociacion de betalactamicos, IMP: BLEE inhibida por imipenem, Ac.
Cl.: BLEE inhibida por 4cido clavulanico, CARB: carbapenemasas, MBL:
metalobetalactamasas.



Correa y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2015; 35:83-88 87

P aeruginosa también mostrd resistencia frente a las
cefalosporinas, con un 22% a CAZ y 13,6% a FEP. CAZ
y FEP son cefalosporinas de tercera y cuarta generacion,
respectivamente;, ambas son de amplio uso terapéutico,
al ser inactivadas por muy pocas betalactamasas. La
resistencia a este grupo de antibidticos estd mediada por
modificaciones en las proteinas de union a penicilina (PBP)
[10].

Un 4,5% de las cepas de P. aeruginosa fue resistente a
la TM, el cual junto con la GM y la AK, son antibioticos
aminoglucésidos de amplio espectro que actiian sobre
las bacterias gramnegativas aerobias, incluyendo
enterobacterias, Pseudomonas y Haemophilus [26]. El
mecanismo de accion es a través del bloqueo de la sintesis
protéica bacteriana [10].

La TZP es un farmaco compuesto por un betalactamico
(PIP) y un inhibidor de betalactamasas (TZ). La presencia
de TZ amplia el espectro antibidtico de la PIP haciéndola
activa frente a bacterias productoras de betalactamasas
normalmente resistentes a ella, como P. aeruginosa y E.
coli [27]. E1 100% de las cepas de P. aeruginosa estudiadas
revelaron la eficacia del uso de los agentes antimicrobianos
en combinacion, lo cual podria estar asociado a la dificultad
de producir mecanismos de resistencia cuando se emplea mas
de un antibiotico [28]. Finalmente, los antibidéticos MEM e
IMP demostraron fenotipicamente una excelente actividad
ante el 100% de las cepas de P. aeruginosa analizadas.
Ambos antibioticos son carbapenémicos, los cuales
presentan una extraordinaria actividad antimicrobiana,
inhibiendo la sintesis de la pared celular [10].

Al determinar la produccion fenotipica de BLEE,
carbapenemasas y metalobetalactamasas en las cepas de
P aeruginosa se observo que el 13,6% presentaron BLEE
inhibidas por disociacion de betalactamicos, mientras que
el 9% presentd enzimas metalobetalactamasas (Figura 2).

Bonilla y col [18], afirmaron que ademas de las BLEE
inhibidas por el acido clavulanico e IMP, existen BLEE que
muestran un patrén de disociacion en cuanto a la jerarquia
de los antibidticos betalactdmicos. Un marcador muy

13.6

BLEE Ac CI

BLEE Imp BLEE B-lic

PORCENTAJE DE PRESENCIA DE ENZIMAS

Carbapen MBL

ENZIMAS DE RESISTENCIA

Figura 2. Porcentajes de la produccion fenotipica de enzimas de resistencia
a antibidticos en Pseudomonas aeruginosa aislada del agua de consumo
humano de la comunidad Santa Rosa de Agua, 2014. BLEE inhibidas por
4cido clavulanico (BLEE Ac Cl), BLEE inhibidas por imipenem (BLEE
Imp), BLEE inhibidas mediante disociacion de betalactamicos (BLEE
B-lac), carbapenemasas (Carbapen) y metalobetalactamasas (MBL).

util para este tipo de BLEE es la disociacion entre FEP y
CAZ. Cuando es resistente a FEP pero sensible a CAZ es
productora de este tipo de BLEE [18], detectando con ello
un 13,6% de cepas productora de este tipo de enzima; sin
embargo las bombas de eflujo, las cuales son mecanismos
de resistencia intrinseco de P. aeruginosa, también le
podrian proporcionar este patron de susceptibilidad, ya
que le permite remover del espacio intracelular productos
toxicos, incluyendo antibioticos [29].

Ladeteccionfenotipicadecarbapenemasasresultonegativa
en el 100% de las cepas de P. aeruginosa identificadas;
sin embargo, ¢l 9% de las cepas fueron positivas para la
deteccion de la enzima metalobetalactamasas; estas ultimas
son inhibidas por agentes quelantes de cationes divalentes
como el EDTA. Por ello, en las cepas de P. aeruginosa
consideradas positivas se observo un efecto inhibidor del
EDTA sobre la enzima, provocando un agrandamiento de
la zona de inhibicion del IMP y/o MEM adyacente al disco
de EDTA [30], reiterando que a pesar de la sensibilidad
encontrada fenotipicamente de manera individual para
ambos antibidticos, se reportaron positivos para la
determinacion de carbapenemasas el 9% de las cepas de P,
aeruginosa estudiadas.

Alarman los niveles de resistencia a antibidticos y
presencia de enzimas de resistencia encontrados en las
cepas de P. aeruginosa identificadas, mas atin cuando estas
aguas son utilizadas por los pobladores en sus actividades
domeésticas.

Conclusiones

1. Se logré la cuantificacion e identificacion de P
aeruginosa, en el 60% de las muestras analizadas de
la comunidad Santa Rosa de Agua, lo que indica que no
perciben agua potable confiable para su uso y consumo.

2. El agua estudiada pudiera servir como vehiculo para la
diseminacion de estas cepas, con altos niveles de resistencia,
en la comunidad.

3. Es importante que las autoridades nacionales tomen
en cuenta estos resultados y consideren la incorporacion de
este microorganismo para su deteccion en el agua potable
no envasada.
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