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bstract. Waters contamination by organic matter discharg-
es represents a public health problem because it favors the

selection of bacteria resistant to antimicrobials. At a global
level, molecular epidemiology studies are being carried out to de-
tect the incidence of bacteria with multiple resistances. In Venezu-
ela, there are few investigations that characterize microbiologically
water bodies. The Pao-Cachinche reservoir, located in the northern
center of Venezuela, is used to supply water to nearby cities as well
as for agricultural activities. The analysis of the presence and identi-
fication of bacteria was carried out, with samples taken during rainy
and drought seasons, finding that the predominant genus was Pseu-
domonas. The isolates were tested for antimicrobial susceptibility,
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detecting complex patterns of resistance to antibiotics and heavy
metals. Given the relationship between multiresistance and plasmids,
the presence of plasmids and their capacity for transfer through the
conjugation process were studied. Overall, the results suggest that
the bacterial population that inhabits this water reservoir presents
plasmids, which code for resistance to various antimicrobial agents,
and can potentially disseminate the markers they code.

Keywords: water reservoirs, contamination, resistance to antibiotics,
heavy metals

Resumen: La contaminacién de aguas por descargas de materia
organica representa un problema de salud publica debido a que fa-
vorece la seleccion de bacterias resistentes a antimicrobianos. A niv-
el mundial se estan realizando estudios de epidemiologia molecular
para detectar la incidencia de bacterias con resistencias multiples.
En Venezuela, son pocos las investigaciones que caracterizan mi-
crobiologicamente los cuerpos de agua. El embalse Pao-Cachinche,
ubicado en el centro-norte de Venezuela, es utilizado para suminis-
trar agua potable a las ciudades cercanas, asi como para actividades
agricolas. Se realizd el analisis de la presencia e identificacién de
bacterias, con tomas de muestras durante temporadas de lluvias y
sequia, encontrandose que el género predominante fue Pseudomo-
nas. Se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a los
aislados, detectandose patrones complejos de resistencia a antibioti-
cos y a metales pesados. Dada la relaciéon que existe entre la mul-
tirresistencia y la presencia de plasmidos, se determin¢ la presen-
cia de éstos y su capacidad de transferencia a través del proceso de
conjugacion y transformacion. En conjunto los resultados sugieren
que la poblacién bacteriana que habita en este reservorio de agua
presenta plasmidos, los cuales codifican para resistencia a diversos
agentes antimicrobianos, que potencialmente pueden diseminar los
marcadores que codifican.

Palabras clave: reservorios de agua, contaminacion, resistencia a an-
tibidticos, metales pesados.
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1. INTRODUCCION

Los rios, lagos y estanques son fuentes importantes de agua potable.
Para evitar la contaminacion, las autoridades de salud publica deben
regular las descargas de aguas residuales en los embalses y sus aflu-
entes. No obstante, es una practica comun en paises subdesarrolla-
dos que las aguas residuales se viertan directamente en las fuentes de
agua y embalses, con consecuencias dramaticas para la salud huma-
na [1]. Estas aguas residuales son una fuente importante de microor-
ganismos patégenos que se encuentran en ambientes acuaticos.

En un reservorio de agua, el crecimiento y dominancia de algunos
grupos bacterianos de importancia clinica depende de multiples fac-
tores, tales como, las condiciones fisicas y quimicas del agua, la can-
tidad de material organico disuelto y otros contaminantes proporcio-
nados por las descargas de aguas residuales no controladas de areas
urbanas e industriales. Las bacterias resistentes a los antibidticos, asi
como los mismos antibiéticos y agentes biocidas se descargan en los
reservorios desde los centros poblados del entorno [2]. La presencia
de estos contaminantes proporcionan una fuerte presion selectiva a
favor de aquellos microorganismos que poseen genes que confieren
resistencia a antimicrobianos y/o para la capacidad de degradar com-
puestos particulares. Por lo tanto, no es sorprendente observar un
aumento de cepas resistentes en aislamientos de fuentes ambientales
y el suministro de agua contaminada [3, 4].

Con frecuencia, las propiedades relacionadas con la supervivencia
bacteriana estan codificadas por plasmidos transferibles, que asegu-
ran su diseminacion entre las poblaciones bacterianas. Por lo tanto,
la resistencia bacteriana a diversos agentes antimicrobianos y metales
pesados con frecuencia se encuentra en aislados bacterianos proveni-
entes de ambientes contaminados, estando los sistemas genéticos pre-
dominantemente codificados por plasmidos [5, 6, 7, 8]. En una mis-
ma célula pueden residir plasmidos diferentes, capaces de coexistir
si pertenecen a distintos grupos de incompatibilidad. Ademads, estos
plasmidos no solo portan un gen de resistencia, sino que en muchos
casos, pueden codificar diversas resistencias en uno mismo [9]. Estos
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determinantes genéticos favorecen la sobrevivencia de las bacterias
que los portan en un ambiente adverso, o le proporcionan una ven-
taja competitiva frente a otros microorganismos de la misma espe-
cie 0 no, que comparten el mismo nicho ecoldgico. Eventualmente,
en ambientes con una alta presidon selectiva, estos determinantes
pueden convertirse en indispensables para la viabilidad celular [10,
11]. También se ha demostrado la transferencia en condiciones en las
cuales, aparentemente, no existe una ventaja selectiva [12]. De hecho,
hay evidencia que apoya la transferencia de genes por conjugacion
y transformacion, entre la flora bacteriana de ambientes acudticos y
terrestres. Incluso, aun cuando los conteos viables en estos habitats
son generalmente mas bajos que aquellos necesarios para la conju-
gacion in-vitro, la transferencia pudiera ocurrir a una mayor fre-
cuencia tomando en cuenta la formacion de biopeliculas. Se ha dem-
ostrado que la transferencia horizontal de genes entre las bacterias
en los sistemas acuaticos naturales se produce, fundamentalmente,
por conjugacion y transformacion [13]. Por lo tanto, en condiciones
adecuadas, las bacterias podrian ser capaces de transferir y recibir
material plasmidico durante la supervivencia en agua dulce. Durante
estos procesos, las bacterias adquieren genes de resistencia a diver-
sos agentes antimicrobianos, lo que genera dificultades en el manejo
de las infecciones. Todos los mecanismos de transferencia genética
son importantes para la evolucion de las poblaciones bacterianas. La
generalizacion de estos procesos de transferencia y movilizacién del
material genético, ocurren en una comunidad bacteriana que com-
parte un grupo de genes, en un ambiente especifico, los cuales estan
disponibles para cualquier célula bacteriana, en la que las barreras
entre las especies, si no son nulas, estin muy disminuidas. Asi, la
comunidad de bacterias de un ecosistema, mas especificamente,
el bacterioplancton de un ambiente acuatico, se puede interpretar
como un conjunto de organismos unicelulares que comparten y mo-
vilizan marcadores genéticos, utilizando como principales vehiculos
algunos elementos accesorios, como los plasmidos. La microbiologia
de los ecosistemas se interesa sobre todo en dos aspectos, identificar
los microorganismos existentes y determinar la naturaleza y el grado
de sus actividades metabdlicas. La diversidad bacteriana presente en
los cuerpos de agua es enorme. En el banco de datos se han repor-
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tado mas de 40.000 especies, pero se estima que los océanos pueden
contener mas de 2 millones de bacterias diferentes, mientras que en
el suelo pueden habitar unos 4 millones, lo que ejemplifica la alta di-
versidad y el poco conocimiento existente de estos microorganismos
procariotas.

Debido a la contaminacién existente sobre los cuerpos de agua a niv-
el mundial, es de gran interés el estudio de aquellas fuentes de agua
que estan destinadas al consumo de las poblaciones, entre las cuales
se encuentran los embalses. El incremento de desechos organicos u
otros tipos de desechos en estos cuerpos de agua cambia las condi-
ciones del sistema, generando asi una presion selectiva sobre los or-
ganismos que alli habitan. Esta presion selectiva ha generado el in-
cremento de cepas bacterianas resistentes a diversos factores, desde
desinfectantes de uso clinico y antibidticos, hasta metales pesados. El
uso de los antimicrobianos en las practicas agricolas y con propdsitos
veterinarios, junto con las descargas de aguas cloacales, ha resultado
en un incremento significativo de bacterias resistentes a antibiéticos
en los ambientes acuaticos [14]. Debido a que los antimicrobianos
son excretados por los animales, estos se pueden filtrar por la tier-
ra y llegar a las aguas subterraneas, alcanzando de este modo a los
ambientes acudticos, con una distribucion bastante amplia [2]. Las
grandes descargas de antibidticos y otros antimicrobianos, y su cir-
culacion en los ambientes naturales, generan una presion selectiva,
de modo que las bacterias presentes en estos ambientes representan
un reservorio de determinantes de resistencia, medio propicio para
la diseminacion y la evolucion de los genes de resistencia. La inciden-
cia elevada de bacterias multirresistentes en los ambientes acudticos
a nivel mundial, agrava el problema de la alta frecuencia de cepas
resistentes a distintos antibidticos, justificado con razones de peso la
necesidad de establecer controles sobre la presencia de microorgan-
ismos potencialmente patégenos en estos habitats, y sobre los pro-
cesos de transferencia genética en estos ambientes.

El estudio de las comunidades microbioldgicas ha adquirido gran

relevancia para los cientificos, en especial en aquellos ambientes
contaminados por actividades antropogénicas. La identificacién y la
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caracterizacion de la diversidad microbiana, asi como su funcién en
un determinado ecosistema, puede aportar evidencia para establecer
nuevas estrategias para la recuperacion de los ambientes. A pesar de
esto, los estudios sobre la ecologia microbiana de los sistemas tropi-
cales son particularmente escasos. A pesar de la importancia poten-
cial para la diseminacion de los determinantes de resistencia, existe
una considerable falta de informacién sobre la contaminacién bac-
teriana en los reservorios de agua venezolanos, ya que los estudios
se han enfocado, fundamentalmente, hacia el conteo de coliformes
fecales para evaluar la calidad bacterioldgica, y realizar las recomen-
daciones pertinentes de acuerdo a normas para la clasificacién y con-
trol de la calidad de los cuerpos de agua. Pocos estudios se han real-
izado para conocer la composicion de la comunidad bacteriana en
estos nichos ecoldgicos, y mucho menos conocer los determinantes
de resistencia presentes en esas comunidades.

El embalse Pao-Cachinche es un reservorio de agua utilizado como
fuente de abastecimiento de agua potable a densas regiones urban-
as del centro-norte del pais [15, 16, 17, 18]. El embalse ha sufrido
el impacto de la contaminacién como consecuencia de una serie de
factores, que confluyen en el aporte excesivo de nutrientes al em-
balse a lo largo de varias décadas, como: el crecimiento urbanistico,
la agricultura intensiva, las granjas avicolas y porcinas, la ganaderia
menor y la deforestacion de las cuencas de drenaje. Estos factores
sumados a la imposibilidad de mezcla natural por accion del viento,
han producido fuertes impactos en las propiedades fisicoquimicas y
bioldgicas de este cuerpo de agua.

El objetivo del presente estudio es la caracterizacion de bacterias cul-
tivables aisladas del embalse Pao-Cachinche, y establecer los patrones
de resistencia a diversos agentes antimicrobianos comunmente uti-
lizados en la salud humana y/o la cria de animales, y compuestos tox-
icos industriales descargados en el embalse. Los resultados revelaron
patrones complejos de resistencia a una gran cantidad de antibiéticos
y metales pesados, y la presencia de plasmidos movilizables en la po-
blacion bacteriana analizada, los cuales codifican para resistencias a
diversos agentes antimicrobianos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Descripcion del lugar.

Figura 31. Mapa del Embalse Pao-Cachinche, mostrando las estaciones de
muestreo. Se sefialan los sitios de toma de muestras (E1, E2). [Tomado y
modificado de Gonzilez y colaboradores, 2004].
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El embalse Pao-Cachinche (Fig. 31) se ubica en la regién centro-norte
de Venezuela (9°53’ N- 68°08” W), a una cota de 353 m.s.n.m., ocu-
pando un area de 16.100.00 m? con un volumen de 170.000.000 m’,
una profundidad media de 10,6 m y un drea de la cuenca de 940 km?,
y entr¢6 en funcionamiento en el aflo 1974. Este embalse represa al rio
Pao y sus afluentes principales son los rios Paito y Chirgua. El gasto
regulado por la toma es de 7 m*/s, lo que permite calcular un tiempo
de renovacién de 281 dias. Es empleado para el abastecimiento de agua
potable a los centros poblados vecinos y el riego de 6.000 ha. con fines
agricolas. El rio Paito transporta aguas residuales y domésticas, mien-
tras que el rio Chirgua transporta las aguas provenientes de granjas
avicolas y porcinas. El embalse esta rodeado de marraneras y granjas
avicolas, recibiendo una carga alta de nutrientes, principalmente del
rio Paito, con predominancia del fésforo [17, 18].

Z=
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2.2. Colecta de muestras.

Los métodos utilizados para la recoleccion de muestras fueron
descritos previamente por Gonzalez [17]. Las muestras de agua fueron
colectadas en frascos estériles, a diferentes profundidades (10, 15 y 20
metros) y en dos lugares diferentes del embalse. En la estacién E1, que
estd ubicada en el brazo oeste del embalse, al lado de la torre-toma y
frente al dique. Se encuentra cerca del canal principal del rio Pao y
del aliviadero, y de ella se extraen las aguas antes de ser potabilizadas
en una planta de tratamiento. Su profundidad promedio fue de 23,9
m. En la estacion E2, que esta ubicada en el brazo este del embalse,
que se encuentra unido al brazo oeste por un canal estrecho y somero
(Fig. 31). En esta zona desembocan las aguas de los tributarios Paya,
Pirapira y San Pedro. Su profundidad promedio fue de 17,5m. El
muestreo se realizé en dos periodos del afio: comienzos de la estacion
seca (noviembre) y comienzos de la temporada de lluvias (mayo).

2.3. Procesamiento de la muestra.

Las muestras de agua se procesaron para el analisis microbioldgico,
dentro de las 24 horas siguientes a la toma. El calculo del nimero de
bacterias cultivables totales se realiz6 por siembra de diluciones seri-
adas de las muestras de aguas, que posteriormente fueron incubadas
a 30°C y 37°C hasta por 72 horas. Los titulos (nimero de bacterias
por ml) se establecieron de acuerdo al nimero total de colonias de-
sarrolladas en las placas, independientemente de su morfologia, utili-
zando la siguiente ecuacién: Titulo bacteriano= Numero de colonias
x Factor de dilucién/Volumen de Siembra (ml). Una vez obtenido el
titulo bacteriano, el estudio de las diversas poblaciones bacterianas se
realizé identificando una colonia representativa de cada grupo, al se-
leccionar diferentes tipos de colonias dependiendo de su morfologia
(forma, tamano, bordes y pigmentacion), las cuales posteriormente
fueron inoculadas en placas de agar LB para obtener colonias puras.
Una vez obtenidas las colonias puras, se inocularon sobre placas de
Agar LB y Agar MacConkey, incubandolas hasta por 72 horas. De la
placa de Agar LB, se tomaron colonias aisladas para proceder a re-
alizar las pruebas de identificacion, y a cada colonia se le asign6 un
cdodigo que permitié distinguir: sitio de toma, muestra y afio.
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2.4. Identificacion de los aislados bacterianos.

Las cepas bacterianas fueron aisladas, identificadas y preservadas en
el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM)
[19]. La seleccion de las pruebas bioquimicas y las galerias de identi-
ficacion del sistema comercial automatizado ATB/Plus (BioMerieux,
St Louis, MO, USA) se orientd de acuerdo a los resultados de la col-
oraciéon de Gram. La identificacion fue corroborada por pruebas bio-
quimicas adicionales.

2.5. Determinacion de la resistencia a antibioticos.

Los fenotipos de resistencia a los antibidticos se determinaron medi-
ante el crecimiento en medio sélido suplementado con antibiéticos, la
prueba rapida de susceptibilidad ATB UR (BioMérieux) y el método
de difusién en disco segin las recomendaciones del National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), como se describi6
previamente [20]. La interpretacion de los tamafos de las zonas de
inhibicion sigui6 la recomendacion del fabricante del disco. Se anal-
izaron 14 antibioticos diferentes: amikacina (10 ug.ml"'), ampicilina
(100 pg.ml"), cefamandol (30 pg.ml), cefepima (30 pg.ml™), cefoni-
cid (30 pg.ml?), cefalotina (30 pug.ml*), cloranfenicol (30 ug.ml™),
ciprofloxacina (5 pg.ml™"), kanamicina (50 ug.ml"), acido nalidixico
(40 pg.ml'), estreptomicina (25 pug.ml”), sulfametoxazol/ trimeto-
prima (25 ug.ml™), tetraciclina (15 pg.ml™) y tobramicina (4 pg.ml).

2.6. Determinacion de la resistencia a metales pesados.

La resistencia a diversos metales pesados y aniones se midié usando
medio de cultivo suplementado con la sal respectiva [4]. Se llevaron a
cabo determinaciones de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
en medio Luria Broth (LB) liquido que contenia diversas concentra-
ciones del compuesto bajo prueba. Las placas se incubaron a la tem-
peratura apropiada hasta 72 horas. Las placas que contenian medio
sin adicion de metal se inocularon de la misma manera para emplear-
lo como control. Una vez estandarizadas las condiciones 6ptimas de
crecimiento de los aislados bacterianos, se realizaron los crecimien-
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tos con los metales toxicos, estableciendo primero las condiciones
para las cepas controles. La CMI se definié como la concentracion
mas baja de metal que inhibia el crecimiento después de una incu-
bacién de hasta 72 h a la temperatura de crecimiento dptima. Los
metales que se emplearon fueron: CdCl,, CoCl,, Pb(NO,),, ZnSO,,
HgCl, y NiSO,, K, TeO, y VoSO, y CuSO,.

2.7. Determinacion de la presencia de plasmidos.

Se examinaron multiples bacterias resistentes a antimicrobianos con
el fin de detectar la presencia de plasmidos. Para ello, se utiliz6 el pro-
cedimiento de extraccion alcalina [21] y la técnica para el aislamien-
to de plasmidos grandes y pequefios descrita por Kado y Liu [22].

Los plasmidos aislados fueron analizados mediante electroforesis en
geles de agarosa, y visualizados con un equipo Gel Doc 1000 (BioRad)
y el programa Multi-Analyst (BioRad).

2.8. Transferencia de plasmidos.

La transferencia de la informacién genética a través de plasmidos se
estudi6 realizando ensayos de conjugacion y transformacién, emple-
ando diferentes cepas receptoras donadas por el CVCM (Tabla 4). La
seleccion de la cepa receptora se realizo en funcion del género de la
cepa donante y su relacion filogenética con la misma. Los experimen-
tos de transformacion se llevaron a cabo utilizando el procedimiento
de transformacion quimica y/o electroporaciéon [23]. Como cepas
donantes se utilizaron cultivos de Enterobacter cloacae, Micrococcus
luteus, Pseudomonas cepacea y Pseudomonas spp. Las bacterias trans-
formadas se seleccionaron por resistencia a algunos marcadores de
resistencia presentes en la respectiva cepa donante.
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Tabla 4. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

Cepa Descripcion Referencia

F, I, D (lacZYA-argF)U169,
. f80lacZ, DM15, hsdR17, recAl,
E. coliDH5a . CVCM125
endAl, gyrA96, thi-1, relAl,

supE44.

E, I, D (lacZYA-argF)U169,
f80lacZ, DM15, mcrA, D (mrr-
E. coliDH5aMCR hsdRMS-mcrBC), deoR, phoA CVCM824
recAl, endAl, gyrA96, thi-1,

relAl, supE44.

E. coli J53 F, pro, met CVCM126

E. coli J62-2 F; his; lac; pro; trp; rif CVCM131

P, aeruginosa PAO303 chl; rif; arg CVCM409
P aeruginosa PAO38 leu; rif CVCM410

Los ensayos de conjugacion consistieron en proporcionar un medio en
el cual las cepas, donante y receptora, estén en contacto por un periodo
de tiempo determinado [11]. Brevemente, se crecieron ambas cepas
(donante y receptora) en medio LB durante una noche. Luego, se in-
ocularon 0,2 ml de cada cepa, en 10 ml de caldo LB. Se incub6 con ag-
itacion hasta que la donante alcanzo 2x108 cel/ml y la receptora 0,5x10°
cel/ml. Luego se establecié una mezcla de conjugacion en la que se
incularon 0,1 ml la cepa donante, mas 0,4 ml de la receptora y 0,5 ml
de caldo LB y se incub6 a 37°C durante 24 horas. Una vez transcurrido
el tiempo, se realizaron diluciones seriadas hasta 10, las cuales fueron
sembradas en placas de seleccion de transconjugantes. Para estimar
las poblaciones de células viables (donante y transconjugantes) se cal-
culé el titulo bacteriano, que se empled para calcular la frecuencia de
transferencia, calculado mediante la siguiente ecuacion: Frecuencia de
transferencia = Titulo de transconjugantes/Titulo de donantes.
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3. RESULTADOS

3.1. Recuento de bacterias viables y cultivables.

El titulo de las bacterias se determiné a partir de muestras recolectadas
en las dos estaciones, a comienzos del periodo de sequia (noviembre) y
a comienzos de la temporada de lluvias (mayo). Los valores obtenidos se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Titulos bacterianos obtenidos.

Estacion Muestreo en
. Muestreo en mayo
(metros de noviembre st
profundidad) (bacterias/ml)
E1 (10) 50x 10° 7,0x 10°
E1(15) 9,0x 10° 8,0x 10"
E1 (20) 58x 10° 7,0x 10
E2 (10) 50x10° 8,1x 10"
E2 (15) 3,7x 10 ND

ND: Muestra no tomada, el embalse no alcanza este nivel de profundidad
en esta Estacion.

3.2. Identificacion bacteriana.

Del crecimiento bacteriano obtenido para el recuento, se seleccionaron 60
aislados bacterianos, con base en morfologia de las colonias. De la identifi-
cacion preliminar, y eliminando repeticiones de especies, se seleccionaron
12 aislados representativos de la comunidad para la caracterizacién de las
resistencias a antimicrobianos (Tabla 6) y metales pesados (Tabla 7). La
distribucion de las poblaciones bacterianas vari6 de acuerdo a los cambios
climaticos. En ambas estaciones, el 50% de los aislamientos se identificaron
como Pseudomonas spp., con mayor predominancia al inicio de la tempo-
rada de lluvias (muestreo del mes de mayo) alcanzando mas del 70% de la
composicion de la comunidad. Otros géneros identificados fueron Bacillus,
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Micrococcus, Enterobacter y Orskovia. Se detectd la presencia minoritaria
(1%) de bacilos Gram-positivos.

Tabla 6. Resistencia bacteriana a antibidticos

21
ozmw wv %] %] wv %]
=
=~
A > w =~ e |
3o
= 2| @ ~ ~ 2 ~ ~
®)
%%mm wv w %) 7] w
E%wm w w o w w
®)
Z
[:)me =4 ~ =4 =4 =4
8o
SZMM =4 =4 =4 =4 =4
Py
Ewnﬂw 1%5) -4 w %) w
Emcﬂm w w o [~ w
ﬁmmm v w =4 =4 %]
%]
-
Emnﬂw wv -4 =4 %) %)
Z
§mr::cn w w w w w
Q
dmww %] [%%) w %] (%)
ay
Emmm » o o » o
% ) ) X
g 3 g | 8 g |3
E%%% s E‘é §§c
2| 2] 5 2 2 S 3
Sl 32| = S S =S| | | 3%
RSN I 3 g |3
5 = s | < < E

105



Caracterizacion de bacterias aisladas en un reservorio de agua en venezuela.
una aproximacion a la multirresistencia bacteriana en ambientes naturales

Abreviaturas: Ampicilina (AMP), Cloranfenicol (CLO), Kanamicina
(KAN), Acido Nalidixico (NAL), Estreptomicina (STR), Tetracicli-
na (TET), Amicacina (AMI), Cefonicida (CCD), Cefalotina (CTN),
Cefepima (CPM), Ciprofloxacina (CIP), Cefamandol (CMA), Trimeto-
prim-sulfametoxazol (SXT), Tobramicina (TOB) ND: no determinado.

Tabla 7. Resistencia bacteriana a metales pesados
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Abreviaturas: Hg: Mercurio, Cu: Cobre, Te: Telurit, Ni: Niquel, Pb: plo-
mo, Zn: Zingc, V: Vanadio, Co: Cobalto, Cd: Cadmio. R: resistente, S: sen-
sible, ND: No determinado.

3.3. Susceptibilidad a los agentes antimicrobianos.
3.3.1. Antibiéticos

Se estudio la capacidad de crecimiento en presencia de los antibioticos
de uso comun en las practicas sanitarias y en la atencién veterinaria
(Tabla 6). Todas las cepas analizadas fueron resistentes, al menos, a uno
de los antibidticos evaluados. El 91% fue resistente a al menos cuatro
antibidticos, mientras que el 33% fue resistente hasta a siete antibidticos.
Ademis, el 16% mostro resistencia al menos a nueve de los agentes anti-
microbianos probados. Todas las cepas mostraron resistencia a cefaloti-
na (cefalosporina de primera generacion), cefepima (cuarta generacién
de cefalosporina) y trimetoprim sulfametoxazol. Ninguna de las cepas
fue resistente a cloranfenicol, a ciprofloxacina (fluoroquinolona) ni a to-
bramicina (aminoglucédsido).

3.3.2. Metales pesados.

Se ha sugerido que no existen concentraciones aceptables de iones
metalicos que puedan usarse para distinguir bacterias resistentes de sen-
sibles. Sin embargo, el rango de concentraciones para todos los metales
pesados analizados, fue similar al utilizado previamente en estudios so-
bre tolerancia de metales [24, 8]. Se realizaron pruebas para detectar re-
sistencia a cobre, mercurio, telurito, niquel, plomo, zinc, vanadio, cobal-
to y cadmio. Estos elementos se seleccionaron en base a las actividades
industriales llevadas a cabo en las adyacencias del reservorio de agua.
Los resultados se muestran en la Tabla 7. E1 50% de las cepas ensayadas
mostraron resistencia al menos a dos de los metales probados. El aislado
clasificado como Enterobacter cloacae exhibid resistencia a siete de los
nueve metales ensayados. No se detectd ningtin aislado bacteriano con
resistencia al cobalto, bajo las condiciones ensayadas.

Los resultados generales de resistencia a los antimicrobianos mostraron

que el 75% de las cepas aisladas expresaron resistencia al menos a seis
de los 23 agentes antimicrobianos ensayados, siendo Oerskovia sp, En-
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terobacter cloacae y Pseudomonas cepacea las que exhibieron fenotipi-
camente un mayor numero de determinantes de resistencia.

3.4 Aislamiento y caracterizacion de plasmidos

La presencia de ADN plasmidico se determiné empleando electroforesis
en geles de agarosa revel? la presencia de bandas discretas de moléculas
superenrolladas (Figura 32). El 80% de las bacterias evaluadas fueron
portadoras de uno o mas plasmidos (Tabla 7), con un tamaro variable
de 2,8 a mas de 60 kpb. No se detectaron patrones comunes de tamafio
de plasmidos. Enterobacter cloacae, que exhibe resistencia a una am-
plia gama de agentes antimicrobianos, contiene hasta seis moléculas de
plasmido diferentes. Hasta el momento, la presencia de plasmidos en
Orskovia no ha sido detectada por los métodos utilizados.

Figura 32. Registro fotogrdfico de la corrida electroforética del aislamiento de
plasmidos. A: Aislamiento de ADN plasmidico empleando el método de lisis
alcalina. Carril 1: Marcador de tamario molecular ADN circular superen-
rollado (Promega), Carril 2: cepa de E. coli J53 (control sin plasmidos), Carril
3: Pseudomonas cepacea. B: Aislamiento de DNA plasmidico empleando el
método de Kado y Liu. Carril 1: Marcador de peso molecular ADN circular
superenrollado (Promega), Carril 2: cepa de E. coli J53 (control sin pldsmidos),
Carril 3: cepa de E. coli DH5a (control sin plasmidos), Carril 4: Pseudomonas
sp, Carril 5: Pseudomonas aeruginosa, Carril 6: Pseudomonas fluorescens.
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Debido a que todas las bacterias examinadas fueron aisladas de un
ambiente contaminado, se sospecha que estan sometidas a altas pre-
siones selectivas y, en consecuencia, comparten algunos de los de-
terminantes de resistencia detectados. Con el fin de establecer una
relacion entre las moléculas plasmidicas y los fenotipos de resisten-
cia, se llevaron a cabo experimentos para determinar la capacidad de
transferencia de estas moléculas plasmidicas. Ningun plasmido fue
movilizado por conjugacidn, en las condiciones utilizadas. Por lo tan-
to se realizaron ensayos de transformacion, utilizando el aislamiento
plasmidico de las cepas estudiadas. Se obtuvieron resultados posi-
tivos con los plasmidos de Enterobacter cloacae, Micrococcus luteus,
Pseudomonas cepacea 'y Pseudomonas sp. La caracterizacion fenotipica
de las células transformantes permitié detectar que ocurrié co-trans-
ferencia simultanea de varios determinantes de resistencia.

4. DISCUSION

La mayoria de los estudios en los cuerpos de agua realizados en Venezu-
ela, se han enfocado en la determinacién y cuantificacion de coliformes
totales y/o fecales. Este trabajo fue enfocado como un estudio microbi-
oldgico preliminar de la comunidad bacteriana presente en el embalse
Pao-Cachinche, ubicado en la region centro-norte de Venezuela.

Este embalse es la fuente principal de abastecimiento de agua para la
planta “Alejo Zuloaga”, que suministra agua potable a tres millones
de personas aproximadamente, ubicadas en varias localidades de los
estados Carabobo y Cojedes; ademas de surtir agua para desarrollar
diversas actividades agropecuarias.

Este, al igual que otros embalses, estd sufriendo un proceso de
eutrofizacion debido al vertimiento de aguas domésticas sin
tratamiento o con tratamiento deficiente, que provienen en su
mayoria de la ciudad de Valencia, asi como de aguas de desecho
desde granjas avicolas y porcinas cercanas [15, 17, 18].

109



Caracterizacion de bacterias aisladas en un reservorio de agua en venezuela.
una aproximacion a la multirresistencia bacteriana en ambientes naturales

Al comienzo de la temporada de lluvias los afluentes de Pao-
Cachinche introducen la materia organica y nutrientes acumulados
durante la estacién seca, lo que causa el aumento de la mayoria de los
parametros fisicoquimicos estudiados [17], lo que a su vez trae como
consecuencia, un aumento en la abundancia de bacterias, tal como
se observo en la estacion El, en la que los titulos bacterianos fueron
10 veces mas altos en mayo que en noviembre, mientras que en la
estacion E2 el titulo permanecid invariable en las dos épocas estacio-
nales (Tabla 5). Posiblemente, este comportamiento se debe a que la
estacion E2 se encuentra aguas arriba de la estacién El, lo cual trae
como consecuencia que las descargas de materia organica durante la
época de lluvia, sea arrastrada hacia la estacion E1.

La distribucion de las poblaciones bacterianas varié de acuerdo con
los cambios climaticos de las temporadas de muestreo. En el periodo
de inicio de la sequia (noviembre), se determiné que predominaban
las bacterias pertenecientes al grupo coriniforme (Oerskovia), aun-
que también se encontraron Enterobacter cloacae y Pseudomonas
vesicularis. Igualmente, en esta época, cuando llegan con mads cau-
dal los afluentes provenientes de las granjas avicolas y porcinas, con
poca afluencia de aguas de arrastre originadas por lluvias, se obser-
va la presencia de Enterobacter cloacae, con mayor predominio en la
estaciéon E2 (datos no mostrados).

Con respecto a la abundancia de las especies bacterianas, se pudo
determinar que en ambas estaciones predominaron las bacterias
Gram-negativas pertenecientes al género Pseudomonas (Tabla 6),
que se caracterizan por ser ubicuas. Sin embargo, es importante de-
stacar que en estas muestras de agua pueden estar presentes otras
especies bacterianas (cultivables y no cultivables) en una menor pro-
porcidn, pero que no estan incluidas en este estudio. En un futuro,
seran investigadas aplicando métodos de enriquecimiento adiciona-
les y condiciones de seleccion apropiadas, asi como estudios meta-
gendmicos.

Con respecto a los perfiles de resistencia a antimicrobianos, se pudo
evidenciar que todos los aislados bacterianos presentaron resistencia
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al menos a uno de los antibidticos ensayados (Tabla 6). Mas espe-
cificamente, se encontr6é que las bacterias del género Pseudomonas
fueron resistentes al menos a cuatro de los antibiéticos ensayados,
mientras que Bacillus spp. fue el tnico aislado que presentd un solo
determinante de resistencia (ampicilina) (Tabla 6). Precisamente, el
66,6% de los aislados fueron resistentes a este antibidtico beta-lac-
tamico, muy probablemente debido a que este antimicrobiano se uti-
liza ampliamente en la practica clinica, lo cual confiere ventaja en
ambientes en los que se encuentra la presion selectiva. La presencia
de bacterias multirresistentes a los antibidticos en ambientes acuati-
cos ha sido ampliamente reportada a nivel mundial [25, 26, 27, 28],
pero son pocos los reportes a nivel Latinoamericano.

La presencia de bacterias multirresistentes en el embalse Pao-
Cachinche podria representar un posible peligro para la salud debido
a la ingesta accidental de estas aguas por parte de seres humanos y/o
de animales, debido a los patrones de resistencia a antibioticos que
presentan los géneros bacterianos identificados. Un ejemplo de ello
podrian ser P. fluorescens y Micrococcus roseus, que usualmente se
encuentran en ambientes acudticos y en el suelo, y que generalmente
no se asocian con infecciones en humanos, a excepcion de personas
con compromisos en el sistema inmunitario. Sin embargo, una vez
que ingresa al cuerpo, puede causar cuadros de septicemia severos, y
cuyo manejo terapéutico se complicaria debido a los perfiles de resis-
tencia combinados que presentan a beta-lactamicos como: cefonici-
da (cefalosporina de segunda generacion), cefalotina (cefalosporina
de primera generacion), cefamandol (cefalosporina de tercera gener-
acion) y a trimetoprim-sulfametoxazol (sulfonamida).

Tanto los antibidticos beta-lactamicos como las sulfonamidas son
ampliamente empleados en la practica clinica y veterinaria, y junto
con la practica de la automedicacion, ejercen una presion selecti-
va que favorece a aquellas bacterias que poseen los determinantes
de resistencia a antibiéticos. Como una estrategia para contener el
aumento de la resistencia bacteriana en Venezuela, el 2 de enero de
2006, se publicd la resolucion N° 604 de la Gaceta Oficial Venezola-
na N° 38.348, que sigue vigente, mediante la cual la dispensacion de
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medicamentos antimicrobianos en farmacias, servicios farmacéuti-
cos y cualquier otro establecimiento debidamente autorizado debe
realizarse mediante la presentacion de la prescripcion facultativa.
Los medicamentos antimicrobianos aludidos en la resoluciéon son
aquellos de uso sistémico de las siguientes clases: fluoroquinolonas,
macrolidos—lincosamidas, cefalosporinas de tercera generacion, y
aquellos cuyo principio activo sea rifampicina. Sin embargo, se ha re-
portado la ausencia de cambios en las tendencias de consumo de los
antimicrobianos después de la aplicacion de esta normativa [29, 30].
Es por este motivo que se sugiere la implementacion de estrategias
complementarias a la regulacion de la dispensacion de antibidticos
para lograr el éxito de dicha medida.

La multirresistencia a antibidticos esta muy relacionada con la resis-
tencia a metales pesados. Para completar la caracterizacion fenotipi-
ca de las bacterias aisladas del embalse Pao-Cachinche también se
realizaron pruebas de resistencia a sales de cobre, mercurio, telurito,
niquel, plomo, zinc, vanadio, cobalto y cadmio. A nivel internacio-
nal, las areas contaminadas por metales pesados usualmente estan
asociadas a actividades humanas como la descarga de desechos, der-
rames accidentales de diversas industrias metaltrgicas o la mineria.
Las sales y los compuestos metalicos también se usan a menudo como
agentes antimicrobianos en medicina y como biocidas en hospitales
y otros entornos. Las bacterias, que sobreviven en tales ambientes,
han desarrollado o adquirido sistemas genéticos que contrarrestan
los efectos de las altas concentraciones de iones metalicos. En este
estudio, mas del 70% de las cepas presento resistencia al menos a dos
de estos elementos. Entre las bacterias estudiadas destacé el aislado
de Enterobacter cloacae que exhibio resistencia a siete de los nueve
metales ensayados. Ninguna cepa evidencio resistencia fenotipica al
cobalto.

Durante la evolucion bacteriana, la habilidad de las bacterias para
dominar nuevos ambientes y responder a presiones diferentes, puede
ser explicada por la adquisicion y seleccién de nuevos genes por
transferencia horizontal, mas que por modificaciones secuenciales
debidas a la acumulacién de mutaciones puntuales. Por ejemplo: la
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diseminacién de los genes de resistencia a antibidticos y de los genes
capaces de degradar compuestos xenobidticos y toxicos, es debida,
principalmente, a la transferencia horizontal de estos marcadores,
seleccionados por el aumento en las concentraciones de estos com-
puestos en el ambiente. El principal vehiculo para esta transferen-
cia horizontal son los plasmidos, los cuales pueden transportar a
otros elementos accesorios, como por ejemplo: los transposones y
las secuencias de insercidn, entre otras. Debido a la estrecha relacion
que existe entre la resistencia a antibidticos y a metales pesados en
plasmidos, se procedié a determinar la presencia de estas moléculas
extracromosomales en los aislados bacterianos en estudio. Los re-
sultados permitieron evidenciar la presencia de plasmidos en mas
del 80% de las cepas analizadas. Siete de ellas poseen al menos dos
bandas claramente diferentes. Los tamafios de las moléculas extra-
cromosomales varian desde 2,8 kpb hasta mas de 20 kpb. En el caso
de Enterobacter cloacae,uno de los aislados con mayor numero de
determinantes de resistencias, presentd seis moléculas distintas. Con
respecto a las bacterias que no resultaron positivas a la presencia de
plasmidos, no se puede asegurar que carecen de ellos, sino que no
pudieron ser detectados con los métodos utilizados.

La dispersion de moléculas plasmidicas que contienen determi-
nantes de resistencia a antibiéticos en ambientes naturales, es un
problema de gran importancia. La constante introduccion de nuevos
antimicrobianos, y la subsiguiente selecciéon de nuevos mecanismos
de resistencia, ocasiona una problematica grave a la hora de tratar a
los pacientes con infecciones bacterianas. Son muchos los estudios
que se han realizado en ambientes hospitalarios para conocer la dis-
persion de estas bacterias, sin embargo, en Venezuela no se realizan
frecuentemente en ambientes naturales. Los resultados aqui repor-
tados permiten sugerir que las bacterias que albergan plasmidos
con determinantes de resistencia a antibidticos y metales pesados,
y que estan en ambientes acudticos, participan como posibles cepas
donantes que contribuyen a la propagacion de estos genes.

Estas bacterias estudiadas provienen de un ambiente con una fuerte
presion selectiva, comparten marcadores de resistencia a diversos
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agentes antimicrobianos, y en su mayoria portan plasmidos, los
cuales podrian ser transferibles. Para demostrar este punto, se re-
alizaron ensayos de transferencia del material genético. Los resulta-
dos obtenidos indican que se logré transformar a una cepa recepto-
ra de Escherichia coli con el material genético extracromosomal de
cuatro de las cepas en estudio, ubicadas taxonomicamente en otros
géneros bacterianos, comprobandose la transferencia de los marca-
dores de resistencia presentes en ellas. Los resultados revelan que no
solo se transmite la resistencia por la cual se seleccionaron las dif-
erentes transformantes, sino que adicionalmente se co-transfieren
varios marcadores. Los ensayos de transferencia por conjugacién no
fueron exitosos, pero se debe tener en cuenta que, si bien estos proto-
colos de conjugacion permiten detectar la transferencia de material
plasmidico, no se aproximan a las condiciones en las que la conju-
gacion se lleva a cabo en el ambiente. En la mayoria de los casos las
bacterias se encuentran formando biopeliculas, en condiciones de
escasez de nutrientes, las cuales son muy distintas a las empleadas en
los protocolos estandares de conjugacion con células plancténicas en
medios nutritivos. Se ha reportado que existe una conexion entre la
conjugacion bacteriana y la formacién de biopeliculas. Esto sugiere
que una consecuencia ecologica importante derivada del uso de los
antibioticos y los biocidas en la medicina, veterinaria y la agricultu-
ra, puede haber sido la selecciéon de cepas que contengan plasmidos
y que sean aptas para formar o estar presentes en biopeliculas. Se
plantea para el futuro realizar mas ensayos de conjugacion en condi-
ciones de formacion de biopeliculas con las cepas estudiadas.

Debido a que la contaminacion ha alcanzado niveles alarmantes, el
embalse Pao-Cachinche fue declarado en emergencia, y sometido
a la aplicacion de un proceso de desestratificacion artificial [31], el
cual controlé efectivamente los efectos de eutrofizacion después de
un ano de operacion continua. En la actualidad se realiza un estudio
microbiolégico de muestras tomadas después de la medida de miti-
gacion (manuscrito en preparacion), para comparar con los resulta-
dos obtenidos.
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3. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo sugieren que en el embalse
Pao-Cachinche existe una biodiversidad bacterianas, que se carac-
teriza por presentar moléculas de ADN plasmidico que les confieren
resistencia a antibidticos y a metales pesados, y que potencialmente,
podrian transmitir estos determinantes a través de los diversos me-
canismos de la transmision de la informacion genética.
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