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Resumen

Se evaluó la actividad antagónica en aislamientos clínicos de Pseudomonas aeruginosa
causantes de infecciones intrahospitalarias, procedentes de pacientes del servicio de Medicina
Interna del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, Cumaná-Venezuela. Se iden-
tificaron 55 aislamientos de P. aeruginosa mediante métodos convencionales. El antagonismo
se determinó por la técnica de la doble capa usando como cepas indicadoras Staphylococcus
aureus CVCM 636, Bacillus subtilis CVCM 591 Escherichia coli K12 CVCM 178 y P. aeruginosa
CVCM 787. Los aislamientos produjeron sustancias antibacterianas in vitro, mayormente efec-
tivas contra cepas indicadoras grampositivas, en este sentido, 70,91% (39/55) de los aislamien-
tos logró inhibir a S. aureus CVCM 636 y 67,27% (37/55) a B. subtilis CVCM 591. Mientras que,
P. aeruginosa CVCM 787 fue inhibida por 47,27% (26/55) y E. coli K12 CVCM 178 por 52,72%
(29/55). Este estudio permitió demostrar la actividad antagónica en aislamientos clínicos de P.
aeruginosa contra cepas bacterianas indicadoras grampositivas y gramnegativas.
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Antagonistic Activity in Clinical Isolates of Pseudomonas
aeruginosa

Abstract

Antagonistic activity was evaluated for clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa caus-
ing nosocomial infections in patients of internal medicine at the University Hospital “Antonio
Patricio de Alcala,” Cumana, Venezuela. Fifty-five isolates of P. aeruginosa were identified us-
ing conventional methods. Antagonism was determined by the double-layer technique using
the indicator strains Staphylococcus aureus CVCM 636, Bacillus subtilis CVCM 591, Escheri-
chia coli K12 CVCM 178 and P. aeruginosa CVCM 787. The isolates produced antibacterial
substances in vitro, primarily effective against grampositive indicator strains. In this sense,
70.91% (39/55) of the isolates inhibited S. aureus CVCM 636 and 67.27% (37/55) inhibited B.
subtilis CVCM 591. Whereas, P. aeruginosa CVCM 787 was inhibited by 26/55 (47.27%) and E.
coli K12 CVCM 178 by 29/55 (52.72%). This study demonstrated the antagonistic activity in
clinical isolates of P. aeruginosa against grampositive and gramnegative bacterial indicator
strains.
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Introducción

Las bacterias han adquirido diversos mecanismos de
adaptación que les permiten tener éxito en la competencia
por nutrientes y espacio en su hábitat; estos mecanismos
incluyen el mejoramiento de sistemas de quimiotaxis y la
adquisición de sistemas de defensa, como la producción
de péptidos antimicrobianos biológicamente activos, que
inhiben el crecimiento de miembros de la misma especie
productora o de distintos géneros bacterianos; además,
han sido utilizados como una importante herramienta en
estudios evolutivos y ecológicos, con importantes aplica-
ciones biomédicas potenciales y en la bioconservación de
los alimentos [1].

Las sustancias antagónicas que producen los microor-
ganismos para dominar su hábitat son diversas, entre ellas:
antibióticos de amplio espectro, productos del metabolis-
mo como ácidos orgánicos, moléculas quelantes de hierro
(sideróforos) y las bacteriocinas. Muchas bacterias produ-
cen moléculas polipeptídicas con actividad bactericida,
conocidas como bacteriocinas, son variables en su peso
molecular y se han dividido en tres tipos: moléculas peque-
ñas termoestables, donde se incluye colicina V (específicas
para bacterias coliformes); el segundo tipo, piocinas tipo S
producidas por P. aeruginosa, moléculas proteicas de peso

molecular superior y el tercer tipo son bacteriocinas seme-
jantes genética y morfológicamente a la cola de bacteriófa-
gos, como las piocinas de tipo F y R de P. aeruginosa [2-4].
Las piocinas producidas por P. aeruginosa, han sido locali-
zadas exclusivamente en el cromosoma y muestran simila-
ridad de secuencia a colicinas y otras bacteriocinas, aún no
caracterizadas [3, 4].

P. aeruginosa constituye uno de los patógenos oportu-
nistas de mayor frecuencia de aislamiento en los diversos
procesos infecciosos. El género Pseudomonas pertenece a
la familia Pseudomonaceae, está constituido por bacterias
gramnegativas, ampliamente difundidas en la naturaleza,
cuyas especies con mayor importancia en patología médi-
ca son P. aeruginosa, P. mallei y P. pseudomallei. La especie
más aislada es P. aeruginosa; se encuentra ampliamente
distribuida en la naturaleza, por su alto grado de adaptabi-
lidad fisiológica y los elevados niveles de resistencia que
manifiesta frente a numerosos agentes antimicrobianos,
razones que lo convierten en uno de los patógenos intra-
hospitalario más frecuente y reconocido como un gran
problema de salud a nivel mundial [5].

La resistencia microbiana frente a los antibióticos, así
como la toxicidad que algunos de ellos tiene, constituye
nuevamente una amenaza sanitaria, razón por la que urge
reforzar las redes de vigilancia para su detección, desarro-
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llar nuevas estrategias terapéuticas y aumentar los esfuer-
zos en la búsqueda y desarrollo de nuevos agentes antimi-
crobianos. Sobre la base de este aspecto, el estudio de la
actividad antagónica bacteriana contra diversos microor-
ganismos ha sido objeto de estudio en diferentes investiga-
ciones [6-9]. Araque et al. [10] evaluaron la actividad inhi-
bitoria en cuatro cepas de Burkholderia cepacia contra
hongos fitopatógenos, obteniendo que todas las cepas
bacterianas ocasionaron inhibición total y parcial sobre los
hongos, obteniendo halos de inhibición con un diámetro
promedio de 9,9 mm. También, Musumeci et al. [11] aisla-
ron cepas de P. aeruginosa de distintos procesos infecciosos
para evaluar la capacidad de producir sustancias con acti-
vidad inhibitoria, los resultados obtenidos indicaron una
alta incidencia de cepas productoras (85,7%). Por su par-
te, Díaz [12] determinó la actividad bacteriocinogénica en
cepas de P. aeruginosa aisladas de distintos tipos de mues-
tras clínicas y demostró que el 100%(40) de las cepas resul-
tó productor de sustancias antibacterianas, demostrando
que las bacteriocinas tuvieron amplio espectro de acción
bactericida, además de actividad antifúngica.

La aparición cada vez mayor de bacterias patógenas an-
tibiótico-resistentes, ha generado la necesidad de evaluar
diversos microorganismos productores de sustancias con
actividad antimicrobiana que, a futuro, representen una
alternativa en el tratamiento de enfermedades infectocon-
tagiosas y, de esta manera, contrarrestar algunos de estos
problemas de salud pública y veterinaria; por otra parte, la
carencia de publicaciones de esta índole en el estado Su-
cre, representa un motivo adicional para su investigación.
Por lo que, el objetivo de este estudio fue determinar la ac-
tividad antagónica en aislados de Pseudomonas aeruginosa
productores de infecciones intrahospitalarias (IIH), aisla-
das en pacientes del servicio de Medicina Interna del Hos-
pital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, Cuma-
ná-Venezuela.

Metodología

Aislamientos bacterianos: en el estudio se incluyeron 55
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa causantes de
IIH, obtenidos de muestras de pacientes recluidos en el
servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcalá”. Se identificaron empleando
protocolos de pruebas bioquímicas convencionales, esta-
blecidos por Forbes et al. [13] y Koneman et al. [14] para la
identificación de especies de Pseudomonas. Las evaluacio-
nes se realizaron en el laboratorio de Microbiología Gene-
ral y Bacteriología Clínica del Departamento de Bioanáli-
sis de la Universidad de Oriente, Núcleo Sucre.

Determinación de la actividad antagónica: se determinó
empleando la técnica de la doble capa [15]; el ensayo se
realizó por triplicado, usando las cepas bacterianas indica-
doras procedentes del Centro Venezolano de Colecciones
de Microorganismos (CVCM): Bacillus subtilis CVCM
591, Staphylococcus aureus CVCM 636, Escherichia coli
K12 CVCM 178 y P. aeruginosa CVCM 787. Para el con-
trol del método se empleó la cepa E. coli CVCM 35 y E.
coli CVCM 178.

Los aislamientos de Pseudomonas spp. se cultivaron en
caldo Luria Bertani, LB, (Difco Laboratories, USA) y se
incubaron a 37°C en ambiente de aerobiosis por 24 h. Lue-
go, se preparó una suspensión en 2 mL de caldo LB, equi-
valente a 60 UK (Unidades Klett) y fueron sembrados en
agar LB, por punción en 6 puntos equidistantes de la pla-
ca. Después de la incubación a 37ºC durante toda la no-
che, las colonias desarrolladas en las placas se expusieron
a vapores de cloroformo (CHC13) durante 10 min; luego,
a las placas se les añadieron 6 mL de agar fundido, previa-
mente inoculado con 0,1 mL de un cultivo fresco de las ce-
pas utilizadas como indicadoras de antagonismo.

Las placas se incubaron a una temperatura de 37°C du-
rante 24 h, luego, se procedió a observar la presencia o no
de los halos de inhibición alrededor de la cepa antagónica;
se medió el diámetro de los halos en el medio de cultivo,
estableciéndose como positivo la producción de cualquier
inhibición evidente. Los resultados se expresaron a través
de tablas y figuras, empleando un análisis porcentual [16].

Resultados

Los resultados del ensayo para determinar la actividad
antagónica, indicaron que 70,91% (39/55) de los aisla-
mientos clínicos de P. aeruginosa produjeron sustancias
con actividad inhibitoria in vitro contra las cepas bacteria-
nas indicadoras (Figura 1), específicamente, 70,91%
(39/55) inhibieron las cepas bacterianas indicadoras gram-
positivas y 29,09% (16/55) a las gramnegativas.

De las cuatro especies bacterianas indicadoras, las bac-
terias grampositivas expresaron la máxima actividad anti-
bacteriana (Tabla 1), obteniéndose halos de inhibición con
diámetros entre 10 y 40 mm en el 70,91% (39/55) de los ais-
lamientos clínicos de P. aeruginosa. B. subtilis CVCM 591
fue inhibido por el 67,27% (37/55) de los aislamientos,
produciendo halos de inhibición con diámetros entre 10 y
29 mm en 30 de los 37 productores, lo que representa un
54,55%. En relación a la cepa indicadora S. aureus CVCM
636, fue inhibida por el 70,91% (39/55) de los aislamientos,
de los cuales 26 produjeron halos de inhibición entre 10 y
29 mm, lo que representa un 47,27%, obteniéndose los ha-
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los de mayor tamaño (30 a 40 mm) en 13 de los 39
(23,64%) aislamientos productores.

El grupo de bacterias gramnegativas expresó menores
tamaños de halos de inhibición, en comparación con las
grampositivas, con medidas entre 12 y 30 mm de diámetro
(Tabla 2). P. aeruginosa CVCM 787 fue inhibida en el
47,27% (26/55) por los aislamientos clínicos, de los cuales,
13 de los 26 (23,63%) produjeron halos �20 mm; E. coli
K12 CVCM 178 fue inhibida por el 52,72% (29/55), expre-
sando tamaños de halos entre 12 y 19 mm en 21 de los 29
(38,18%) aislamientos productores.

Discusión

La prueba para la detección de efecto antagónico in vi-
tro fue positiva en 39 de los 55 aislamientos clínicos de P.
aeruginosa evaluados, observándose diámetros variables
en los halos de inhibición frente a las cepas bacterianas in-
dicadoras empleadas en el ensayo. Estos resultados en-
cuentran apoyo en publicaciones sobre aislamientos clíni-
cos, como la realizada por Fontoura et al. [17], en cuyo es-
tudio determinaron sustancias con efectiva actividad anti-
microbiana a una variedad de cepas bacterianas indicado-
ras, tales como Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
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Tabla 1. Efecto antagónico en aislamientos clínicos de Pseudomonas aeruginosa procedentes de pacientes recluidos en el
servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, Cumaná-estado Sucre,
Venezuela, contra cepas bacterianas indicadoras grampositivas.

Cepas bacterianas grampositivas
indicadoras de la actividad

antagónica

Aislamientos clínicos de Pseudomonas aeruginosa

Efecto positivo: diámetro halo de inhibición �10 mm

�10 a 29 mm 30 a 40 mm Total

N % N % N %

Bacillus subtilis CVCM 591 30/55 54,55 7/55 12,72 37/55 67,27

Staphylococcus aureus CVCM 636 26/55 47,27 13/55 23,64 39/55 70,91
Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos. N: número de aislamientos clínicos de Pseudomonas aeruginosa. %: porcentaje.

Tabla 2. Efecto antagónico en aislamientos clínicos de Pseudomonas aeruginosa procedentes de pacientes recluidos en el
servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, Cumaná-estado Sucre,
Venezuela, contra cepas bacterianas indicadoras gramnegativas.

Cepas bacterianas gramnegativas
indicadoras de la actividad

antagónica

Aislamientos clínicos de Pseudomonas aeruginosa

Efecto positivo: diámetro halo de inhibición �12 mm

�12 a 19 mm 20 a 30 mm Total

N % N % N %

Pseudomonas aeruginosa CVCM 787 13/55 23,63 13/26 23,63 26/55 47,27

Escherichia coli K12 CVCM 178 21/55 38,18 8/55 14,54 29/55 52,72
Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos. N: número de aislamientos clínicos de Pseudomonas aeruginosa. %: porcentaje.

Figura 1. Efecto inhibitorio de aislamientos clínicos de Pseudo-
monas aeuginosa contra cepas bacterianas indicado-
ras. A: Bacillus subtilis CVCM 591; B: Staphylococcus
aureus CVCM 636.



Staphylococcus aureus, entre otros, producidas por Pseu-
domonas sp. Asimismo, Padilla et al. [18] evaluaron la pro-
ducción de sustancias antimicrobianas por bacterias aisla-
das de pacientes con IIH, obteniendo que Pseudomonas
aeruginosa fue la especie con mayor producción, con pro-
ductos de alta potencia y de amplio espectro de actividad
antimicrobiana.

Por su parte, Cardozo et al. [19] evaluaron compuestos
producidos por Pseudomonas aeruginosa, sus resultados
demostraron que éstos tienen efectos inhibidores contra
Staphylococcus aureus meticilino-resistentes, sugiriendo
que pudieran representar una buena alternativa de trata-
miento para controlar las infecciones causadas por estas
bacterias.

Motivado a que son numerosas las investigaciones so-
bre el efecto antagonista a partir de bacterias aisladas de
muestras ambientales y escasos en bacterias clínicas, los
resultados de este trabajo han sido discutidos con publica-
ciones que tienen como objetivo principal la evaluación de
sustancias con actividad antagónica, independientemente
de su procedencia. Tal es el caso del trabajo realizado por
Cruz-Martín et al. [20] quienes lograron determinar, em-
pleando bacterias ambientales, que la inhibición de micro-
organismos patógenos es ocasionada por la producción de
metabolitos con actividad antimicrobiana que tienen la ca-
pacidad de difundir en el medio de cultivo donde se desa-
rrollan, teniendo una elevada efectividad. También, San-
toyo et al. [21] comprobaron la producción de compuestos
con actividad antagónica por bacterias del género Pseudo-
monas, sintetizadas, principalmente, en etapas exponen-
ciales de crecimiento bacteriano.

En la prueba de detección de efecto antagónico in vitro,
los aislamientos clínicos de P. aeruginosa fueron expuestos
a vapores de cloroformo, con el fin de matar las células
bacterianas, y de esta forma, liberar su contenido, para
luego evaluar si existía algún efecto antagonista sobre las
cepas indicadoras, efecto que se observó, 24 horas des-
pués, en todas las bacterias indicadoras. Según Vidaver
[22], ésta es una manera sencilla de comprobar la presen-
cia de bacteriocinas en organismos productores, sobre la
base de esta investigación, se infiere, que el efecto antago-
nista observado podría deberse a este tipo de péptidos
producidos por los aislamientos clínicos de P. aeruginosa
durante su actividad metabólica.

Por su parte, Cotter et al. [23] refieren que las bacterio-
cinas, son consideradas como una alternativa a los antibió-
ticos tradicionales; sin embargo, reseñan que aunque la
aplicación de bacteriocinas específicas puede ser limitada
por el desarrollo de la resistencia, comprender los meca-
nismos por los que podría surgir esa resistencia, permitirá

a los investigadores desarrollar estrategias para minimizar
ese problema potencial.

Dentro de las bacteriocinas producidas por bacterias
del género Pseudomonas, la piocianina es un metabolito
activo electroquímicamente, producido por distintas espe-
cies de este género que participa en actividades biológicas
significativas como expresión genética, formación de bio-
películas y, como agente antibacteriano y antifúngico, ac-
tualmente, la producción de piocianina por P. aeruginosa
está relacionada efectivamente con la propiedad antagó-
nica de la bacteria y actividad de control biológico [24].

En este estudio, además de demostrarse la producción
de sustancias con actividad antagónica en aislamientos clí-
nicos de P. aeruginosa, se comprobó que en relación a su es-
pectro de acción, resultaron más efectivas contra bacterias
grampositivas, lo que constituye un elemento significativo
en la colonización de ambientes hospitalarios, comprome-
tiendo procesos infecciosos en pacientes a riesgo.

Una posible explicación a la mayor actividad antagóni-
ca sobre las cepas indicadoras grampositivas y menor so-
bre las cepas indicadoras gramnegativas, se relaciona a la
estructura de la membrana externa. Las bacterias gramne-
gativas contienen en su membrana externa lipopolisacári-
dos y no fosfolípidos, que forman una capa protectora hi-
drófila en torno a la célula, que no es atravesada por molé-
culas lipófilas, actuando como una barrera contra las bac-
teriocinas haciéndolas más resistentes, por lo tanto, ejer-
ciendo su mejor acción sobre bacterias grampositivas [25,
26].

Según publicación de Araque et al. [10], el antagonismo
presente en aislados hospitalarios pudiera contribuir con
la virulencia bacteriana, a través de la colonización de am-
bientes hospitalarios, facilitando de este modo su disemi-
nación y la transferencia de elementos genéticos mediado-
res de resistencia como plásmidos, entre el mismo género
y otros relacionados, incrementándose así la producción
de cuadros infecciosos en pacientes inmunosuprimidos.
No obstante, la producción bacteriana de péptidos con ac-
tividad antimicrobiana representa una estrategia terapéu-
tica ante el aumento de organismos patógenos resistentes
a antibióticos convencionales, cuando se requiere del uso
de terapias antimicrobianas alternativas, en donde estos
péptidos pueden proveer parte de la solución. Adicional-
mente, han mostrado propiedades distintas a la actividad
antimicrobiana, lo que las posiciona como posibles agen-
tes para terapias biomédicas independientes de la activi-
dad antimicrobiana. De manera que, los beneficios poten-
ciales en el área clínica son notorios, por lo que su búsque-
da debe hacerse en diversos grupos bacterianos, así como
investigar sus características y mecanismos de acción. De
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igual manera, conocer los sistemas que regulan la expre-
sión de los genes involucrados en la producción de estas
moléculas [1].

Conclusión

Este estudio permitió demostrar la actividad antagónica
en aislamientos clínicos de P. aeruginosa contra cepas bacte-
rianas indicadoras grampositivas y gramnegativas, este he-
cho se argumenta al evidenciarse la producción de sustan-
cias con efecto inhibitorio difundidas en el medio de cultivo.
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