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Introduceidn,

Pseudamonas aeruginosa, es un microorganismo con un amplio potencial en

zimdtico, productor de toxinas y exopolisacdridos de superficie, cuya participa-
eién en la patogenicidad de la bacteria ha sido ampliamente referida en la lite-
ratura (5, 9, 18}.

Lag infecciones causadas por P. aeruginosa se encuentran generalmente
vestringidas a pacientes comprometidos, como ee el caso del quemado, cuyas lesto
nes lo predisponen a la colonizacién y al dafio, asf como a la invasién de teji--
dos viables, llevando frecuentemente al paciente a la musrte por septicemia., For
otro lado, el incremento en la incidencia de infecciones por P. geruginosa, en -
otros pacientes comprometidos, como es el caso de aquéllog con fibroeis qufstica
(70-90%), ha pueato de manifiesto la contribucién de este microorgansimo en la -
inteiactdn y perpetuacién de la enfermedad a nivel pulmonar, aiin cuando rara vez
causa septicemia (2, 5, 10/).

Varios autores gse han referido a la actividad del suero humano y de o-
tros antmales, demostrada in vitro contra diferentes agentes patdgenvs, como {n-

dice de un importante mecanismo de defensa contra el agente invasor (15, 35).

Tomando en cuenta lo anteriormente dicho, se planted determinar la acti
vidad bactericida del suero de diferentes sujetog como son: pacientes con quema-
duras de 2do y 3er grado, pacientes con fibrosis quistica y personas aparentemen
te sanas, sobre cepas de P. acruginosa aicladas de log dos primeros. Aatmiemo se
planted detexminar la concentracidn de C3 en el suero de estos pacientes, ya que
el complemento juega un papel importante en la actividad bactericida del auero.



1 - Generalidades.

1.1 - Caracterizacién dz P. aerugirosa.
1.1,1 - Taxonomfa y rorfologta.
En la familia Preudomonadaceas existen cuatro géneros:
1} Género Pseudomonas.
2) Género Xanthomoras.
3) Género frateuria.

4) Género Zooglea.

Estoc 4 géneroc son bacilos Gram negativos, méviles, estrictamente aero
bioa, el metabolismo ea respiratorio runca fermentative, crecen por abajo de los
4°C haota 43°C. Quimiorganbtrofos capaces de usar un compuasto orgdnico con un -~
.golo ecarktén como fuente de energfa. Catalasa positivoe, generalmente oxidasa po-
sitivos. La relacidén GC del DNA es de 58-71% (18, 19).

Caracterfaticas diferencialca de los cuatro géneros de la familia
Ppeudomonadaceae : ’

Caracterfsticas  I. Poewdomonaa II. Xanthomonags III. Frateuria IV, Zooglea

Requerimiento para
factores de creci- - . + - +
miento.

Crecimiento en

PH 3.6 - - + -
Produceién de

N
xanthomonadinas - + - -

Patogeniceidad de
plantas 4 + - -

* Una especie es negativa.



La clasificacidn de las cspecies de Pseudomonas fué propuesta por Falle
ront y col. (1973) en base a loo estudios hechoa sobre hibridacién de R4, /DVA,
ineluye investigaciones de viac metabélicas y sus mecanismos de regulacidn, de-—
terminacion de la secuencia de aminodcidos de protefnas seleccionadas, cstudios
itnmunolégicos y composicién de la pared celular (19).

Dentro del género Pgeudomonas, una de las especieg mds importantes es -
Pseudomonas aerugincsa, que son bacilos G'rwn negatives, wunicelulares, rectos y -
ocasionalmente curvos, regularmente miden 0.5 - 1.0 \m de ancho y 1.5 - 5.0 Jm
de largo, méviles por un flagelo polar, no forman endooporas (19).

1.1.2 - Caracterfsticas Generales.

Pili.~ Los pili o pelos da las bacterias son apéndices filamentosos, -
mds delgados que los flagelos y de una longitud variable; estdn constitufdos por
protefnas denominadas pilina (19).

En estudios realizados por Fuerts y Hayward en 1963 en el género Pseu-
domonas, obcervaron que los pili estdn localizados polarmente en ocho especies:
P. aeruginosa, P. acidovorans, P. testosteroni, P. maltophilia, P. alcaligenes y

en P. golanacearum; por otro lado P. cepacea y P. fragi presentan pili perftri--
cos (5).

Se han encontrado asociados a cepas de P. aeruginosa cuatro dife--
rentes tipos de pili. Uno de ellos ea el pili RP4; éste actfia como reccptor del
fago especffico P de RNA. Eotos fagos (RP4 tieren una cola fdeilmente separable
con una vaina pequefla, la cola y la vaina gon capaces de fijaree a la bacteria)
son portadores de pldsmidos, uno de ellos es el pldamido P que le confiere resis
tencia a agentes antimicrobianos. Muchas ccpas de P. ageruginosa tienen pili pola
res y se les ha designado como PSA, éstos eatdn conatitufdos por filarentos fle-
xibles, no ce encuentran determinados por pldsmideo, tiemen la propiedad de ac—-
tuar como receptores de varios bacteridfagos, como por ejemplo, el fago de Rila
PP?. Loa pili PSA también son capaces de abgorber colas no contrdctiles de bacte
riéfagos mediante wun mecanicmo de retraceidn del pili. Otro tipo de pili es el -

R-130 cuyao dimensiones no oe han determinado, no estdn inscrtados polarmente,



e lea ha encontrado en P. aeruginosa portadores de pldsmidos R-130 del grupo -
P-2. Un tipo mds de pili es el W, cs flexible, se encuentra en nifneor pequefio en
P. geruginosa, transporta pldsmidos W, las bacterias que contienen estos pldsmi-
dos son sensibles a los fagos RP4 (4,13},

Flageloa.- P. aeruginosa tiene un flagelo polar compuesto por wna pro-
tefna denominada flagelina de PM= 40,000. El flagelo se encuentra unido a la -~
membrana plagmdtica por el cuerpo basal; los filamentos pasan a través de cuatro
antllos delgados y paralelos que constituyen puntos de contacto con las diversas
capas de la envoltura celular (5, 9).

Faloa edpsula o glicoedlix.- En P. acruginosa se encuentra formade por
largas filas de polisacérido compuesto por &eido glucdnico (6).

El glicoedlixz tiene como funcién permitir a las bacterias adhérirse a -
células animales o vegetales e inclusc a otras bacterias. Esta unidn puede esta-
blecerae a través de la atraccidn ejercida por las protefnas del tipo de las lec
tinaa, asf como de cationes divalentes que existen en el medio ambiente que faci
lita la adherencta entre las bacterias y las célulae eucariéticas (6). Algunas -
cepas de P, geruginosa son capaces de producir un grueso glicocdlix entre la -
unibn bacteria-bacteria para formar microcolonias y entre la unidn bacteria-epi-
talio; estos agregadose de bacterias registen la fagocitosis por macréfagos y leu
.cocitoa polimorfonucleares (9), la accién de anticuerpos y del complemento acti-
vado, los antibidticos, bacterias depredadoras y bacteriéfagos (6). El glicocd-
lix posge lae caracterfsticas de wn factor de viruleneia y actiia como un antfge-
no protector (9).

Pared celular.-~ La pared celular de P. aeruginosa eatd constitufda por
vartas capas, observdndoce de afuera hacia adentro tenemos: la membrana externa,
drea peripldsmica, mucopéptido (peptidoglicano y drea peripldomica (5). (Esquema .
1.

Mucopéptido.~ Estd compueato por una pequeria cantidad de aminodeidos y
dos azticarcs, La l-acetilglucosamina y el W-acetilmurdmico se encuentran unidos
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por enlaces ﬁ]-'!; los aminodeidos involuerados son L-alanina y el deido D-glutd
mico. Ta duresa y rigides del peptidoglicano se debe en parte a los enlaces ‘1-4
cato da a la bacteria forma y resistencia mecdnica, ya que su pérdida causa for-
macién de protoplastos e inestabilidad osmStica (5, 9, 33).

f)

Area peripldsmica.- En esta regién se ha localizado una gran variedad -
de enzimas como la fosfatasa alcalina; cuando esta enzima es liberada por el mag
negio, provoca que las capas externas de la pared sean permeables a la losozima
y se formen esferoplastos (5).

Muchas enzimas degradativas como la p-Zaatamasa, acetilasas, adenila-~-
sas y fosforilasas son producidas en la membrana eitoplasmdtica y se acwmulan en
el drea peripldsmica, su actividad se manifiesta en las cepas resistentes de P.
aeruginosa ya que generan la degradacidn o modificacién de los antibiSticos, con
8u consecuente inactivactén.

El drea peripldsmica contiene un ninero variable de protefnas de unién
agoeiadas con el tramsporte de aninodcidos y otros nutrientes dentro de la bacts
ria (4).

Membrana externa.- Constitufda por fosfolfpidos, protefnas y un lipopo-
ligacdrido de mayor densidad que el resto de los componentes de dicha membrana.
Homma y colaboradores han estudiado una protefna designada como ‘'protefna endo-
téxica original (PEQ) con un Pk= 42,000 y con actividad téxica. Un-complejo ei-
milar de protefna-lipopolisacdrido (LPS), se libera de las capas de la membrana
de P. geruginosa, que contiene dos componentes protefnicos mayores, uno designa-
do como protefna A y el otro protefna i. Estos componentes funcionan comp enzi--
mas en la sintesis del lipopolisacdrido (LPS) (5).

Fosfolfpidos.~ El compuesto mda importante del que estén formados es el
fosfatidil-etanolamina; con una mayor cantidad de deido palmftico y deido oleico

a diferencia de otras bacterias Gram negativas (5).

Lipopoligacdrido.~ Es una molécula compueota por iras segmentos wiidos



covalentemente: el externo un oligosacdrido, la regién central y el ilfpido A. EL

- segmento externo es el responsable de la especificidad antigénica O (aquf se en-
auentran determinantes eupectficos de especie). En la regién central se encuen--
tra una gran cantidad de fosfato, a su vez se encuentra dividida en dos regiones:
la externa de heteropolisacdrido y otra interna unida al Lipido A. ELl lipido A -
es el responsable de las actividades endotSxicas del LPS. Todos los LPS de P. --
aeruginosa contienen asficares como: glucosa, rarmosa y heptosa junto con galacto
camina y 2-ceto-3-desoxioctonato (KDO) (5).

Membrana cttoplasmdtica.- Estd compuesta de una bicapa de fosfolfpidos
Yy protefnas; de los fosfolfpidos el fosfatidil-etanolanina es el que ge encuen--
tra en mayor cantidad; la membrana citoplasmdtica ge encuentra involucrada en el
transporte activo y es ahf también donde se lleva a cabo la fosforilacidén oxida~
tiva. Juega un papel importante en la sintesis de pequerios polifmeros de aminodci
dos, asf como la replicacién dal DNA, llevando a cabo un gran nimero de reaceio-
nes enzimdticas especfficas (5, 29).

1.1.3 - Composicién quimica y metaboliemo.

P. aeruginosa es quimiorganStrofo, aerobio, su metabolismo es respirato
rio, no fermentativo ni fotosintético, ugan el oxfgeno como filtimo aceptor de -
electrones, en algunos casos el nitrato o la arginina pueden usarse como una al-
ternativa de aceptor de electrones; es catalasa positiva, citoeromo oxidasa po-
aitiva. La relacién GC (Guanina : Citocina) es de 67%, la reaceidn de la argini-
na dihidrolasa es positiva {5, 21).

Se han encontrado 4 tipos diferentes de policacdridos en P. geruginosa,
uno de los cuales tiene un nicleo de polieacdrido unido a una cadena corta que -
es antigénica, como en las enterobacterias. ’

El nieleo de polisacdrido contiene: glucosa, rarmosa, galactosa, hepto-
sa, 2-ceto-3-desoxioctonate (KDO) y alanina; las coloniaa pueden desarrollar un
color café debido a la alta concentracidn del citocromo '"C". P, aeruginosa tieme

dos tipos de pigmentos, uno que es la pioverdina que da una fluorescencia de co-



-
lor verde bajo la ldmpara de luz ultravioleta, debido a un cromatéforo de una -
quinolina; el otro es una piceianina que da wun color aauloso, debido a la presen
eia de wna Jenazina; el olor "dulzdn" es debido al metabolismo de compueatos arg
méticos como el bemzoato, p-hidroxibenzato, triftofano y salicilato (5).

Para la degradacién de los substratos orgdnicos usa la vfa oxidativa, -
esto involucra la participacién de oxigenasas, que actilan en algunos compuestos
alifdticos como los alkanos. Todae las Peeudomonag llevan a cabo el ciclo de los
deidos tricarboxflicos, asf como tembién la sfntesis del citrate a partir de --
oxalacetato y acetil CoA, bajo la accidn de enzimas de cataboliemo como amidasa,
histidasa y enaimas de compuectos aromdticos; a las moléculas de bajo peso las -
pueden degradar enzimas hidrolfticas como las proteacas; también usa la via de -
degraducidn de hexosas en presencia de cxigero, o gea la via de Entner Doudoroff
y en condiciones de denitrificacién usan la vfa fosforilativa (21).

P. aeruginpsa es fdeilmente lisada por EDTA, esta sensibilidad estd re-
lacionada con el alto contenido de [&sforo, no acumula poli Bhidroxibutirato --
(PHB) como reserva material de carbén; a diferencia de otras Pgeudomonas, es -
ineapaz de hidrolizar grénulos extraceiulares de poli phidroxibutirato (5, 19).

Se ha reportado la presencia de estructuras microtubulares conocidas -
como rapidoscmas, su significade biolsgico no estd muy claro, sin embargo, hay
evidencia de que estdn relacionadas con ura vaina polimerizada de bacteriociras,
las cualec a su vez, con protefnas letales para otras bacterias, eatas bacterio
einag se conocen también como piocinas y en F. acruginosa como aeruginocinas --
(22).,

La produceidn de wia aeruginocina puede utilizarge para probar la cen
atbilidad de una determinada bacteria y la existencia de diferentes tipos de -
aeruginocinas ha servido para la tipificacidn de P. aerugingsa con propésitos -
epidemioldgicoa (5).

1.1.4 - Aiglamiento e Identificacidn,

E. garuginoca puede aiglarse de diferentes lugares vomo lo son: el -



suelo, el agua, las aguas regras y el aire y se presenta en pequefias proporcio-
nes en la flora intestinal normal; aunque su importancia radica en que puede -
aislarse como patbgena en variocs sitios como heridas infectadas dando lugar a -
una pus verde azuloso, en casos de meningitis, en enfermedades de vias wrinarias,
del sistema respiratorio, de los ojos, de la sangre causando una septicemia y -
también puede aislarse de catéteres, de instrumental o de soluciones (5).

P. ageruginosa se multiplica rdpidamente en medios de cultivo gimples,-
es una especie que sz atela con facilidad debido a sus caracterfsticas colonia--
les, a su olor y pigmento. Las muestras de heridas se stembran rormalmente en -
agar sangre y en medios lfquidos. Los pigmentos piocianina y fluorescefna obscu
recen el medio de agar sangre (5).

Para un rdpido aislamiento de P. aeruginosa se puede usar un medio se-
lectivo conteniendo 0.03% de cetrimida y examinando los cultivos despuls de in-
cubarlos 18 horas a 37°C, bajo una ldmpara de luz ultravioleta se puede obser-
var la fluorescencia amarilla, verde o azul verde. Para hacer un medic de culti
vo mds selectivo se le puede adivionar 0.2 mg de cetrimida y 15 mg de deido na-
lidizico por ml de base en lugar de 0.03% de cetrimida. En el medio i Conkey -
la fluorescencia se desarrolla muy poco o nada, en cambio, en agar sangre se de
earrolla un alto grado de fluorescencia alrededor de las colonias (5).

Cuando hay wuna severa infeceién por P. geruginosa en wna herida de que
mado se puede detectar rdpidamente la fluoresceneia con una ldmpara de luz ul--
travileta,

P. ageruginosa se desarrolla en w1 rango de pH de 7 a 8.5, como ya se -
menciond, puede crecer por abajo de los 4°C y por arriba de los 43°C, puede --
identificerse con facilidad en los medioe de cultivo ya que no fermenta la lac-
tosa, sus coloniac gon redondas o tirregulaves generalmente ligas de color verdo
go fluorascente y de olor aromdtico "dulzén", de las colonias difunde un pigmcﬁ'
to verde asul hacia el medio. Algunas copas tienen actividad hemolftica y produ
cen hemblisis en medios de agar sangre; tfpicamente es un bacilo no formenta--
dor (1, 19).
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El eiguiente cuadro ilustra las principales.pruebas bioquimicas para la
identificacién de P. aeruginosa (1, 19, 21).

Prueba bioquimica Reaceidn
Oxzidasa +
Argtnina dihidrolasa +
Crecimiento en agar Mc Conkey +
Crecimiento en agar S-S +
Crecimiento a 42°C en GHI +
Citrato de Simmons +
Malonato +
Indol -
OF glucosa tubo abierto +
OF glucosa tubo cerrado -
OF maltosa tubo abierto -
OF maltosa tubo cerrado -
OF xtloga tubo abierto +

_ OF xilosa tubo cerrado -
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1,2 - Propiededades patégenas de P. agruginosa.
1.2,1 - Toxigenicidad.

Deapués de un gran minero de estudios realizados sobre P. aeruginosa -
divereoe investigadores, se coneluyé que su efecto patogénico era causado por =
productoe extracelulares, como son: hemolisina, lecitinasa, toxina letal A, exo-
enaima §, proteinasa, elastasa, gelatinaca, lipasa, DNAsa, hialuronidasa, coagu-
lasa, fibrinolisina y muy poco por la endotoxina (7, 17).

Toxina letal A.- P. aeruginosa es causa significativa de infecciones -
nogocomiales., Su capacidad para producir enfermedades en los humanos es limitada,
ya que 86lo puede infectar a sufetos cuyas defensas irmunolégicas estdn disminuf-
das por otros procesoa patoldgicos o por la aplicacién de wuna terapia inmunode--
preoiva intensa. Loo cacos fatales de bacteremia y newmonfa causados por P._aeru
ginosa, exceden el 70% y entre los factores tnvolucrados en el dafio se encuen--
tra la toxina A, que es el producto extracelular mds potente producido por el -
90% delas cepas aisladas de pacientes cliniecos. ilinguna otra bacteria es capaz
de producir esta toxina (38).

La toxina A se sintetiza en el citoplasma, en el lado interno de la --
membrana citoplasmdtica, tiene actividades de DNA glicohidrolasa y ADP-yibosil-
transferasa; se ha demostrado que inhibe la sintesis proteica, en células de ma
mfferos a nivel ribosomal, por el mismo mecanismo que emplea la toxina diftéri-
ca, ambas catalizan la trangferencia de la adenosin S-difosfo-ribosa al factor
2 de elongacién, de manera estequiométricamente idéntica. Estas enaimas tienen -
diferencias estructurales y no cruzan inmunolégicamente (39).

La tazina A juega un papel importante en la destruccidn de tejidos y -
en la muorte de ratones quemados e infectados con P. agruginoea. Pareee ser un
buen inmundgeno, como ge ha demostrado en estudios realizados empleando la inmu
nizacién activa con un toxoide de la exotoxina A formalinizada y con un adyu--
vante, ypa que se indujo irmunidad protectora en grado variable en ratongs, lo -

cual puede ser potencialmente ftil en la profilaxis de las infecciones por este
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baeilo; por otro lado, la inmunizacién pasiva también confiere un alto grado de
proteccidén, En infecciones humanas, loa alios niveles de antitoxina en el suero
8e han corvelacionado con wna mayer oportunidad de sobrevivencia (8).

Exoenazima S.~ Algunas cepas de P. aeruginosa producen una segunda pro-

tefna extracelular designada como exoenzima S, que ha mostrado tener actividad -
de adenosil difosfato S-ribosil-tranzperasa (ADPR-transferasal, la cual difiere
de la toxina A, en que no tiene accidn ecobre el factor 2 de elongacién, gino que
mds bien cataliza la transferencia de ADP-ribosa del NAD a variae protefnas di-
ferentes en extractos de células eucaridticas. Se ha observado que la exoenzima
S puede ser factor de virulencia cunado no existen niveles detectablea de la to
xina A (3, 32).

Leucoeidina.~ La leucocidina de 2. aeruginosa es una protefna que ejer-
ce un efecto eitopatogénico sobre los leucocitos y otras células, pero es inefec
tiva gobre eritrocitos o plaguetas. Su aceidn citotSxica sobre leucocitos de bo
vinos, se caracteriza por producir mayor permeabilidad de la membrana plasmdtica
para substaneias de bajo peso molecular, 1o cual provoea hinchazén de las célu~-
lag, oin que rompa la membrana celular. Esto sugiere que el sitio de patogenici-
dad es la membrana plasmdtica, ya que existe en ésta un receptor de naturaleza -
protetea para la leucocidina (5).

.

Lecitinasa.- El tipo mds comin de infecciones humanaa producidas por -
P. aeruginosa invoiuecra la piel y se caracteriza por un drea de edema, coloreada,
no dura. Esta leaibn, con frecuencia ulecerada, se cubre de una costra para for--
mar el cldaico "Ethyma gangrenosum". fata enzima tienc actividad eobre la leciti
na, constituyente de la membrana citoplasmdtica de células eucariotes. Se han -
realizado experimentos en los cuales se administra lecitinasa purificada por vfa
intracutdnea a conejos, provocando en una rora enrojecimiento, con agrandamiento
de la lesidn a las 48 horas y finalmente ce forma un abseso en el centro de la -
leaidn rodeado por wn drea de edema, enrojecimiento e induracidn (5, 12).

Enzimas proteolfticas.- Una de lasc caracterfsticas mds conoeidas de P.
aeruginosa, es ou actividad proteolftica, reconoeida poco despuds de eu descubri
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miento en el siglo XIX. la licuefaccidn de la gelatina, el aclaramiento del agar
leche descremada, la digestién de la casefna y de la hemoglobina, la licuefac--
eibn del suero coagulado y la disolucidn de la fibrina y de la elastina, se pue-
den emplear para demostrar esta propiedad. Un aspecto de la proteinasa de P. ae-
ruginosa que atrajo la atencidn de muchos investigadores, fué eu modp de hidroli
aar la coldgena en la que se liberan ciertos péptidos (12).

Las infeceiones fatales por P. aeruginosa ocurren cuando estdn involu-
eradas grandes dreas de piel, como es el caso de los pacientes quemados, Los ea-
tudios realizados, han confirmado que los efectos letales de este tipo da infec-
oidn se deben a la absoreidn de la toxina producida en la piel y no a la produc-
eidn de deta, por microorganismos circulantes en la sangre (2).

Las enzimas proteolfticas de P. aeruginosa elevan su concentracidn en -

medios que no contienen glucosa y su actividad awmenta en presencia de deido lde
tico el cual tiends a acuwnularse en los tejidos infectados o dafiados representan
do factores importantes en la patogenicidad.

Exiaten tres tipos de proteasas identificadas en P. asruginosa, &atas -
aon: fraceidn I, fraceidén Il y fraccién III, que aon activas a diferentes pH: -
6.5 para la fraccién I o neutra, 8.0 para la fraceién II o semialcalina y 10.0 -
para la fraceién IIT o ulealina (5).

La proteasas semialcalina (fraceibn II) difiere de las otras porque po-
see, ademds, actividad elastolftieca, pudiendo destruir las fibras eldsticas de -
log vasos sangufneos causando asf hemorragias severas en diferentes partes del -
cuerpo como la pleura, diafragma, tracto gastrointeatinal; en la ptel da lesio--
nea ulcerativas y hemorragia en tejido subcutdneo (5); igualmente inactiva al -
complemento destruyendo las fracciones C1, (3, €5, C8 y C9; eata accidn da como
resultado una dieminucién en la quimiotaxis y por lo tanto en la fagocitosis e -
impide la liberacién de enzimas lisosémicaa (31}

Toxinas hemolfticaa.- Bullock y Hunter, desde 1900, descubrievon la pro
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duceién de una substancia hemolftica por P. agruginosa, su observacidn la confir
maron Landstainer y Raulbilschek afve después. Estos investigadores seflalaron -
que la pubstancia hemolftica era soluble en solventes Lipfdicos y por lo tanto -
diferente a otras hemoliginas bacterianas aue son usualmente de naturaleza pro--
teica. Jarvic y Johngon en 1949 la describieron como un glicoifpido cristalino -
que consigte de dos moles de L-remmosa y de deido 1-betahidroxidecanoico, afin -
cuande la actividad hemolftica de esta substancia no se aprecid rasta que 30 -
anve despuéa lo menciond Sierra (12).

Liu, en 1957, geflald que P. aerusinosa produce dos tipos de hemolisi-~
naa, la primera esc resistente al calor y funciona a 37°C, esta observacién llevd
al descubrimiento de que era una substancia soludle en alcohol, muy similar al -
glicolfpido descrito por Jarvis, mientras que la segunda es una lisina ldbil al
calor, llamada fosfolipasa C (12, 40).

La hemolisina activa (resistente al calor) funeiona como un detergente
golubilizando los lfpidos, después de la destruccidn de la lecitina por la fosfo
lipasa C. Esta hemolisina no es por sf sola téxtca, ya que actda junto con la -
fosfolipasa C.

Ambas toxinas hemolfticas producen lesiones caracterfsticas en la piel,
para ejercer su efecto se fijan a las células del tejido, pero no se transporta
al torrente sangufneo para actuvar como toxina letal.

La fosfolipasa C purificada y libre de la activided de laa proteasas, -
tiena un efecto histopatoldgico diferente al producido por fstas wltimas. Cuando
ge inyecta en la ptel de conejos, produce neerosis del drea con un abseso cen--
tral rodeado de wna zona de eritema, esta leaidn tarda de 24 a 48 horas para al-
canzar un degarrollo méximo, en vontraste a laa lestonea hemorrdgicas producidae
por proteasas que aparccen en cuestidn de minutos (12, 20).

Enterotowinas,- Desde 1894 se saic que P. aeruginosa ¢s capaz de produ-
air cuadros diarréicos, en ccasiones ge ‘a descrito como fiebre de cinco dfas o
de Shangai (12).



Se reconoeid la produccidn de una enterotoxina por cstas especies em--
pleande la téenica de asa ligada de intestino de conejo, la cual se convirtid en
una téenica estdndar para la demostracién de esta tozina que es 14bil al calor -
y por lo tanto de naturaleza proteica, es posible que en infecciones intesting--
lee la tetalidad de P. aeruginosa se deba a las proteasas y a la toxina letal A
y no a la pérdida de electrolitos y flutdos. Fs diffcil de evaluar hasta el mo--
mento, porque eata infeceidn es rara (12).

1.2.2 - Reststencia al suero.

Bajo ciertas condictiones, muchas cepas de bacterias Gram negativas eon
répidamente destrufdas tanto por el auero humano, como por el de otros animales,
ae dice que eatas cepas gon susceptibles al suero; ein embargo, otras parecen -
ger completamente reeistentes a la actividad bactericida del suero y siguen desa
rrollando ain en presencia de cantidades adecuadas de anticuerpos y en excego de
componentes del complemanto (15, 30, 34).

Las cepaa resiotentes al suero pueden ser sengibilizadas por tratamien-
to con EDTA que baja la permeabilidad de la barrera representada por la membrana
externa, con la liberacién de aproximadamente de la mitad del complejo lipopoli-
sacdrido. De una manera gimilar, algunas enterobacteriae reeictentes al suero se
convierten en susceptibles al complemento después de una exposicibn a Polimixina
B, antibistico que afecta la integridad de la membrana externa. Se ha observado
que cepaa mutantes reaigtentes a algunos antibidticos, como penicilina o cefalos
porina, también son resistentes a la actividad bactericida del suero, asimismo,
cepas susceptibles a estos antibisticos también gon gusceptibles al gueroc (34).

Se ha observado que bacilos Gram negativos aialados de infecciones loca
lizadas son generalmentc sensibles al suero, ya que aquéllos que se aielan de -

bacteremias son resistentes al suero (27, 28, 34).

La suseeptibilidad de P. aeruginosa al suero (FiS) parece ger Leterags-

wea: cepas aisladas de pacientecs con bacteremia o endocarditis son resistentes -
al suero; cepas mucoides y no mucoides de P. aeruginosa aioladas de eaputo de -




pacientas con fibrosis qufatica son mucho mde censibles a la actividad bacterici
da del auero que cepas atisladas de otros pacientes que no tenfan fibrosis quisti
ca (11, 16, 23, 26, 28, 32). Awnque la mayorfa de las cepas aisladas de pacien--
tes con fibrosis qufstica aon sensibles al suerg, ocasionalmente se encuentran -
en los mipmos medios de cultivo de las cepas sensibles, mutantes resistentes al
guero (28, 37).

Wardlaw, quien trabajo con E. coli, observd que las cepas lisas permang
cen resistentes al suero, mientras que las cepas rugosas son extremadamente sen-
sibles al suero (35). Esto sugorid, de alguna mancra, que la membrana externa ri
ca en lipopolisachridos protege a las bacterias de un ataque del complemento., -
Existen diferencias en los lipopolisacdridos, en cepas lisas o rugosas, esto pue
de deberge a que el lipopolisacdrido tipo R (rugoso) tiene un peso molecular mds
bajo que el de tipo S (liso), porque al primero le falta parte de la cadena 0 y
algunas veces hasta parte de la poreidn central del polisaedrido, por ejemplo: -
mutantes de cepas licas a cepas rugosas generalmente se asocctan con una baja ca-
pacidad para gintetizar la cadena 0 del lipopolisacdrido acompafada con un incre
mento a la susceptibilidad del suero (35).

Neal L, Schiller, en 1984, llevd a cabo un corrimiento electroforético
del lipopolisacdrido (LPS) de P. aeruginosa en un gel de SDS-poliaerilamida y -
obgervd que cuando éste es cenaible al cuero es principalmente de tipo rugoso -
y da una banda mds corta, comparado con el LPS de P. aeruginosa resistente al -
auero el cual di6 varias bandas en el gel, que representan el nimero de varian--
tea de sus cadenas largac, y son comparables a aquéllas vistas en otros microor-
ganigmoa Gram negativos dz cepas lisas. Esto puede sugerir que el LPS de cepas -
resistentes al suero inhibe la capacidad de los anticuerpos bactericidas, evitan
do la unidn con el epftope de la superficie de la membrana cxterna (27). Egte -
razonamiento ce dpoya en el estudio de Feingold, quien reportd que cepas de . -
coli y P. aeruginosa resistentes al suero, pueden convertirse en scpas sensibles,
st se reduce la cantidad de antfgeno 0 del LPS cultivando estas bacterias en pre
gencia de difenilamina. Meal L. Sehiller también observé cambios en el serotipo
de P. aeruginosa, considerando el hecho de que el serotipo ee basa en la parte -
del antfgeno 0 de la cadena del LFPS, la alteracidn en la configuracidn del sero
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tipo en estos mutantes resistentes, gugiere una variacién en la composieién del
LPS que puede relacionarse con la resistencia al suero (27).

Schiller y cols., atelaron membranas externas de P. aeruginosa y anali-
zaron sus protefnas por electroforcais en gel de SDS-poliacrilamida, observando
que existfa wna protefna de membrana externa (OMP) con peso molecular de 32,000
que estaba presente en las cepas sensibles al suero y que se encontraba ausente
o en muy bajas concentraciones en cepag regigtentes (27).

Eatos egtudios sugieren que la susceptibilidad de P. aeruginosa a la ac
tividad bactericida del ouero (FHS) puede relacionarce a la estructura de la mem
brana del LPS, al contenido de OMP, o a ambos (27).

1.2.3 - Pldomidos.

Los pldcmidos (material genético extracromosémico) son moléculas cirou-
lares de DNA que oe multiplican i{ndependientemente en lae oflulas que log alojat
v 8e heredan con regularidad al dividirse éetas.

Se descubrieron hace aproximadamente 30 afivs y se encuentran en casi -
todas las especies de bacterias y probablemente en la mayorfa de gus cflulas, -~
&otoa no gon esenciales para la bacteria.

La pdrdida del pldomido es permanente, la célula no puede regenerar un
nuevo pldemido, o6lo puede adquirirlo de otra bacteria mediante conjugacién o -
trasduceidn (6ote dltimo es un método mds lento y se hace por medio de bacterid-
fagos).

Log pldemidos constituyen cblo el 1,2 o 3% del genoma celular; esta pe-
queda fraceidn determina rasgos genéticos heveditarios que generalmente no son -~
codificados por el cromosoma de la bacteria. Sflo loa pldemidos portan informa--
eidn para la conjugacidn (apareamiento} entre bacteriaa. Tienmen toda la responsa
bilidad de varias enfermedades en vegetales y animales, Fermiten que sus hufspe-
dea se nutran de wia variedad de substancias complejas y les conficren registen-
eta a ciertas substanciaa como por ejemplo: los antimicrobianos, iones de meta--'
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les pesados, ete. (25, 34, 35, 36).

Govan demostré que empleando carbenicilina o fluclozacilina al 5%, se
pueden aislar mutantes mucoides de P. aeruginosa a partir de cepas no muicoides -
obtenidas de pacientes con fibrosis qufotica. Cuando tales cepas mucoides revier
ten nuevamente a su estado no mucoide, pierden simultdneamente su resistencia a
carbenicilina, pero son mda sensibles a la tetracilina. Los sitios para la pro--
duccidn del material mucoide en el eromosoma bacteriano se han establscido por -
confugaoidn en crusas, usando el pldsmido FP2 y el pldemido R68.45 (12, 24).

El gignificado clfnico de este descubrimiento reside en que el tipo de
antibibtico usado en pacientes con fibrosis qufstica puede afectar la proporeidn
de células mucoides en las enfermedades del tracto respiratorio debidas a P. ae-

ruginosa (12}, .

Krighnapillai demostrd que la presencia de ciertos pldemidos en P. ae-
ruginosa puede alterar o prevenir la replicacién de algunos bacteriffagos, otros
pueden convertir cepas rugosas en lisas, aunque los cambios precisos involucra--
dos en la pared celular no se conocen y otros mds pueden inhibir la produccidn -
de aerugirocinas que podrfan alterar significativamente la tipificacidn ds cepas
(12).
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1.3 - Importancia clinica de P. aeruginosa.

P, aerugincsa aparece en los hospitales como un microorganismo predomi-
nante que coloniza las heridas por quemadura. Puede llegar a causar hasta una -
septicemia o la enfermedad generalizarse sin la evidencia de la diseminacidn de
la bacteria en la sangre del quemado, lo que indica que esto puede ser a travée
de absoreién de toxinas (14).

En 1960, P. geruginosa se reconocid como la mds importante causa de -
muerte en pacientes con quemadura de 3er grado. En estos pacientes, la respuesta
celular inflamatoria es pobre en los tejidos debilitados por quemaduras y favore
ce la infecetdn invasiva. Cuando el dao es severo, se requiere de un injerto de
piel; se han usado métodos de quimioterapia e twnunolbgicos para combatir la con
taminaeidn por P. aeruginosa en pacientes quemados y esto ha reducido significa-
tivamente las tnfeceiones por este microorganismo (2, 14).

En el tracto wrinario existen dos clases de infeccifn: la primaria y la
secundaria; la primera casi siempre es causada por E. coli derivada de la flora
intestinal del paciente y es gensible a la mayorfa de los antibibticos; la segun
da casi stempre viene de wna reinfeccién después de tratamiento y regularmente -
es causada por cepas multirresistentes trangmitidas de otros pacientes, princi--
palmente P. mirabilia, P. aerugingsa o Klebsiella sp.

Pgeudomonas puede causar una infeceidn localizada y dar una cistitis, -
puede ascender a través de los uréteres dando lugar a una pielonefritis, que ee
un tipo fatal de infeceidn, en la cual primero hay infeccionsa enddgenas por -
E. coli, segudas por las de P. aeruginosa.

A,

En tracto respiratorio, la infeccién por P. aeruginosa se ha -

asociado con lesiones preexistentes debidas a la instrumentacidn, despuép del -
uso de antibibticos o esteroides; tal es el caco de la fibrosis qufstica, P. ge-
ruginoga causa wna bronconcumonfa severa e intratable, el microorganismo aparece

en un estado tardfo de la enfeyrmedad, generalmente después de una infeeeibn por
5. aureus y H. influenzae. Burns y tay, en 1968, demostraron la presencia de an-




tiouerpos (precipitinas y aglutininas) contra P. aeruginpsa en el suero de pa--

cientes-oon fibrosia qufotica, igualmente este microorganismo se puede encontrar
en las muestras de esputo. La colonizacién del tracto respiratorio es una eviden
cia de patogenicidad, la presencia de antisuerpos en suero se asocia a cepas mu-
cotdes de P. aerugtnosa las cuales predeminantemente son las mds severas para -

eatos pacientes (5, 10).

Las bronconeumonfas causadas por P. ceruginosa ge caracterizan por una

infiltracién masiva de la bacteria dentro Je las paredes de las arteriolas y vé-
nulas, con una respucsta inflamatoria minima, hay una necrosis difusa alrededor
de la pared del vaso que s¢ rompe causando hemorragias en los alvéolos adyacen--
tes y puede dar lugar a abscesos hemorrdgicos. La vfa de contaminacién pueden -
ger los ventiladores mecdnicos, catéteres, vaporizadores, ete.

Las infeceioncs oculares por P. aerugincsa pueden causar wna conjuntivi

tis necrosante, una vexs que el microorganismo ge encuentia en la efmara ocular,
puede causar una filcera corneal y tiaer como consecuencia la pérdida del ojo. Es
un patdgeno peligroso en el ojo quemado, también da una infeceidn fatal cuande
ge encuentra en los ojos de los niflos prematuros; la via de contaminacidn pueden
ger las soluciones usadas, como las gotas para irrigar al ojo, soluciones de -
fluorcacefna o solucidén salina, soluviones desinfectantes y conservadoras de los
lentes de contacto, las operaciones expuestas de la cdmara anterior del ojo, por
ejemplo, cuando se remugve .una catarata, puesto que presentan un alto riedgo de
contaminacién.

Las infecciones Sticas por P, aeruginosa se encuentran normalmente en -
el ofdo externo, especialmente en climas tropicales, también se pueden encon--
trar en otitia medias, donde gencralmente aparece como un invasor secundario des
pués del tratamiento para cocos Gram positivos en una infeccién primaria. P. ae-
ruginosa llega a causar meningitis cuando hay contaminacidn durante una puncidn

Lumbar ¢ una microcirugla, o dircctarente por una extensidn del ofdo infectads,

o a través de una transferencia hematégena, casi siempre éstas son fatales.

Pueden llegar a causar septicemia y por esta via una endocarditis, o -

puede invadir los huesos y causar osteomilitis y artritis; en el estdmago yfo -
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pared intestinal puede causar dleeras oimilares a las de la piel ya que g2 ta -
atslado de lesiones de enterocolitis poeudomembranosa; causa fuertes diarreas en
nifivs neonatos o en aquéllos que sufren alguna enfermedad, ya que eu mecanismo -

inmunoldgico es inadecuado.

La septicemia por Pseudomonas aparece generalmente cn nirioe que tienen
hipogammaglobulinemia congénita. Las inmunodeficiencias por enfermedades como -
leucemia, quemaduras, diabetes o por tratamientos con corticoesteroides, agentes
inmunosupresorea o radiaciones, son el tipo de condiciones que favorecen el desa
rrollo de la septicemia mdo severa en una infeceidn invasiva por P. geruginoga -
{5, 18).
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2 - Parte Experimental.
2.1 - Material.

2.1.1 - Biolbgico.

Cepag Utilizadas: se utilizaron 18 cepas de P. aeruginosa aialadas de -
pacientes hospitalizados con quemaiuras de 2do y 3er grado del Hospital "Rubén -
Lenero! DDF y pacientea con fibrosis qufstica del Hoepital Infantil de México.

2.1.2 - Medios de eultivo para P. aeruginosa,

a) Para el atslamientc: Agar Me Conkeu (Difco) y Agar SS (Difeo).

b} Para gu identificacién: Agar de Kligler (Merck), medio de SIM (Dif-
co), medio de citrato de Simmona (lerck), caldo rojo de metilo Voges Proskauer -
(Merck), medio OF bacal (Difeco), medio de descarboxilasa de tSeller (Merck), -
ealdo de malonato (Merck), medio de cetrimida (Difeo).

¢) Para au conservacidn: peptona al 15 (Merek) y Agar 1.5% (Merck).

d} Para determinar la actividad bactericida del suero: caldo infusion -

ceregbro-corazén (Difeo).
e) Para su transporte: medio de Cary Blair (21).
2,1.3 - Adiciones.

a) Carbohidratos: Glucosa, Maltoca y Xilosa fMerck) a una concentra--

eién del 10%.

b} Leaninodeidos (Merck): Avginina, Lisina y Ornitina al 10% para el -

medio base de descarboxilaza de Mellér.
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2.1.4 - Reactivoa.

~ Aeido elorhfdrico (Merck).

- Aleohol etflico.

- Alfa naftol 5% (J. T. Baker).

- Colorantes de Gram,

- Hidrdzido de potasiod0%.

- Reactivo de Ehrlich (prucba de Indol).

- Reactivo de Kovacs (prueba de la oxidasal.
- Rojo de metilo.

2.1.5 - Material de vidrio.

- Cajas de petri de 100 = 20 (Pyrex).

- Matraces Erlenmey;r graduados de 250 y 500 ml (Pyrex).

- Pipetas seroldgicas 1 ml 1/10, § ml 1/10.

- Probetas graduadas de 50, 100 y 1000 mi.

- Tubos de cultivo de 13 x 100, 16 = 150 y 22 = 175 (Pyrex).
- Tubos de cultivo con tapén de roseca 22 x 175 (Pyrex).

2.1.6 - Equipo de laboratorio.

~ Asa bacteriolégica de nicromel.

~ Balansa analftica modelo H3SR (Mettler).
- Balanza granataria doble plato capacidad 2 kg modelo 1510D (Ohaus).
~ Centrffuga 6,000 rpm refrigerada modelo CRUS000 (Daimon/IEC Div.o).
- Estufa a 36°C. )

- Fotocolorfmetro modelo 800-3 (Klett-Swmmerson).

- Gradilla de alambre. .

- Lémpara de luz U.V, modelo UVL-56 (Black-Fay).

- Mechero Fisher.

- Mieroscopio Sptico (Carl Zeios).

~ Hiscpos estériles.

- Olla de presidn de 20 lbs.
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Papel parafilm.

Potancifmetro digital (Cole Parmer).
Refrigerador a -70°C (Revco).
Nefelémetro de rayo laser (Beckman).

.1.7 - Equipo Beckman para la determinacidén de C3,

Frasco con § ml del suero calibrador C3 (ICS) a una concentracidn
conoeida.

Tarjeta con el suero calibrador.

Frasco con § ml del suero anti C3 (ICS).

Tarjeta con el suero.

Solucién diluyente de focfatos con azida de sodio 0.1% (ICS),
Solueidn amortiguadora de jfosfatos con un polfmero con azida de sodio
0.1% (ICS).

Pipeta de 42 microlitros (Beckman).

Inyector de 600 » 1 (Seckman)}.

Dilutor 1:6 (Beckman).

Celdas de vidrio donde se lleva a cabo la reaceidn (ICS).

Agitadores para las czldas (ICS).



2.2 - Matodologfa.

Identificaoidn
bioquimica

Pacientes con “uescra e
quemaduras de | secrecisn
2do y 3er grado Aiglamiento de
‘ £, aeruginosa
Pacientes con Juestra de
fibrosis qufstica 2aputo
|Muestra de sangre
Obtengidén del suero
Qdatarminacidén de C3 Determinacidn de la
s0r nefelometrta de actividad bactericida
sapo laser de los sueros control

y del paciente frente

a la cepa de P. aeruginoga
atslada de dste dltimo
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2,2,1 - Toma de la muestra.

De los pacientes quemados se tcma con un hisopo estéril de su secrecidn,
procurando no contaminarla con flora de la piel y se deposita en un tubo que con
tiene el medio de transporte de Cary Blair, ce eierra bien para su traslado al -

laboratorio.

De los pacientes con fibrisis qufatica, se tomo wna muestra de esputo -
en frasco estéril y se traslada al labtoratorio.

2.2.2 - Aislaniento del microorganismo.

Las muaatras de amboe tipos de pacientes se trabajan lo mds rdpido posi
ble y se siembran en cajas con Agar e Conkey; se incuban 24 h a 36°C.

Lao cajas de petri ce sacan de la estufa para ver su desarrollo y se -
procede a escoger colonias lactosa negativas, pequenas, alargadas un poco donde
estd la eatrfa, pero bien aisladas; é&stac se siembran en tubos con medio de Kli

.gler y 5im y se incuban a 36°C por 24 h.
2.2.3 - Identificacidn Licquimica.

Loo tubos se pacan de la estufz y se seleccionan equéllos que concuer--

.
dan con el siguiente esquema de pruetas Lioqufmicas:

H,S (=)
Glucosa {~)
Lactosa {-)
Gag de glucosa (=)
Indol (-}
Movilidad (%)

Las cepas pueden precentar wn aspecto mucoide o brillo metdlico. A es-
tos tubos oe procede a hacerles wia tineidn de Gram para confirmar que son baci-



log o cocobacilos Gram negativos.

Se procede a incubarloa en una aerie de pruecbas bioquimicas como: eitra
to, molanato, MRVP, OF glucoca, OF maltosa, OF xilosa, crecimiento en Agar SS, -
determinacién de oxidasa, crecimiento a 42°C, l-arginina dihidrolasa, l-lisina -
descarboxilasa y l-ormitina descarboxilasa. Todas las cepas ae siembran en Agar
cetrimida y se observa la fluorescencia de color verdcso bajo ura ldmpara de -
luz ultravioleta.

Se procede a escoger aquellos tubos que dan el siguiente esquema de -

pruebas:
Indofenol oxidasa {+)
Crecimiento en Agar SS (+)
Citrato de Simmona (+)
Rojo de metilo (-)
Vogea Proskauer - (-)
Malonato - (+)
L-ligina descarboxilaga (=)
L-arginina dihidrolasa (+}
L-ornitina degearboxilasa __ (~)
Crecimiento en BHI a 42°C (+)
Pigmento de fluorescencia en Agar cetrimida (+)
OF glucosa tubo abierto (+}
OF glucosa tubo cerrado (-}
OF maltosa tubo abierio (=)
OF maltooa tubo cerrado (~)
OF zilosa tubo abierto (+)
OF ziloga tubo cerrado i (-)

Lao cepag una vez identificadas, ge siembran en tuboe de tapdén de rosca
con medio de conservacién para su uso posterior.
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2.2.4 - Determinacidn de.la actividad bactericida del suero.

Una de las formas mds sencillac para la determinacién de la actividad -
baczericida del suero involuera la exposieién de wna suspensidn de microorgants-
moa viables a wna concentracidén adecuada de anticuerpos y complemento, incubando
a una temperatura Sptima para la actividad del complemento. La muerte por lisis
de la bacteria es seguida midiendo la densidad Sptica del sigtemas de prueba -

(bacteria expuesta al suero) a intervalos regulares de tiempo.

El andlisia colorimétrico se hace en la fase de erecimiento exponencial
de la bacteria en caldo BHI y suero. Si la bacteria se lisa hay un aclaramiento
del medio que la contiene y la densidad Sptica disminuye, mientras que st ella -
gobravive y crece, produce una mayor concentracidén de bacterias e intensifica el
color amarillo del.madio debido a sus pigmentos solubles y la densidad dptica -

" aumenta, esto se puede medir espectrofotométricamente a una longitud de onda de
650 nm.

Los resultados son expresados como % de lisig en un tiempo dado (34).

Despuée de que se identificd la cepa de P. aeruginosa, a los pacientes
ouyo cultivo haya salido positivo para este microorganismo, 8se procede a tomar--
les una mugstra de sangre que deberd permanecer a 4°C hasta su traslado al labo-
ratorio; ahf se centrifuga a 3,000 rpm durante 10 minutos en una centrffuga re--
frigerada a 4°C, luego se separa el suero y se guarda en alfcuotas de 0.5 ml a
-70°C hasta su uso.

)

Si la cepa de P. aeruginosa ha permanccido en un medio de conservacidn,

se hace un pase migico a un medio de Agar Me conkey y ge incuba 24 h a 36°C.

Se toman de 2 a 3 colonias bien aicladas y se inoculan en un tubo que -
contiene § ml de caldo BHI, y ee imcuba 18 I a 36°C. Despufs de incubada la cepa,
ge ajusta a una concentracidn de 1 = 108 bacterias/ml, la cepa se diluye con cal
do 3HI. Para el vucro control, se toma de wn individuo aparentemente sano wna -

muestra de sangre, ge separa el cuero y ce guarda a -70°C junto con los sueros -



de loe pacientes. Para usar loa sueros ce toma una alfcuota del suero del pacien
te y del guero control y se descongelan a 36°C. Se marcan 4 tubos y se proceds a
aeguir con el siguiente esquema:

Determinacidn de la actividad bacterizida del suero.

TUBO 1 TyBo 2 B0 3 TUB0 ¢4
Caldo BHI 1m 0.5 ml -——- -
P. aeruginosa - 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml
(1216° bac/m)
Suero control .- - 0.5 ml —_—
(individuo sano)
Suero problema - - - 0.5 ml

(paciente)

Inmediatamente se lee la densidad Sptica de los tubos 2, 3 y 4 contra -
el blanco (tubo 1) en el tiempo 0 a wna longitud de onda de 650 wn y de inmedia-
to se procede a incubar los tubos a 36°C, se lee la densidad Optica cada hora -
durante doo horas. Los resultados se grafican: densidad éptica ve tiempo en pa-
pel milimétrico,

Este esquema ge oigue para cada uno de los sueros problema.

Nota: se debe tener cuidado Gue al elegir el suero que se va a probar,
corresponda al miemo individuo de quien ge aicls la cepa de P. geruginosa que -
ge va a ucar en el oiatema de prueba. Por ejemplo: para determinar la actividad
bactericida del suero en un sistema de pricka se pone a reaccionar la cepa de -
P, aeruginosa del paciente »o. 1 con el guero del paciente no, 1; en otro siste-
ma de prueba, la cepa del paciente no. 2 con cl guero del paciente no. 2 y ast -
sucesivamente con cada auero problema.



La determinacidn del % de lisis se obtiene de acuerdo con la siguiente
férmula (15):

% de lisie =

Donde :
DOO = Dengidad dSptica inicial

D0, = Dengidad Sptica final

2.2.5 ~ Determinacién de C3 por nefelometrfa de rayo laser.

La actividad bactericida del suero depende en gran parte del sistema -
del complemento, ¢l cual puede ser activado por la vfa cldsica y/o la vfa alter-
na. La activacidn del complemento en la reaccidn bactericida puade depender en -
wun principio del complejo antfgeno-anticuerpo. La funcidn de la vfa cldsica re--
quiere la formacidén del complejo involucrando inmunoglobulinaa de la clase IgM -
prineipalmente o IgG y esta reaccién puedeser amplificada por la vfa alterna.

Una de las evidencias mds importantes de la actividad bactericida es -
‘proporeionada por observacionee en pacientes con una parcial o total defieiencia
congénita de uno de loo componentes del complemento. €3 juega wun papel importan-
te en una variedad de reacciones inmunes benéficas para el hudeped, los indivi-
duos deficientes en C3 precentan gusceptibilidad generalisada a la infeceidn -
bacteriana. La determinacién de C3 es importantc ya que es el componente que se
encuentra en mayor concentracidn en el suero, ec un componante intermediario de
la vfa cldsica y el iniciador de la via alterna (34).

lLos sistemas de Inmunoqufrica Peckman miden el awnento en la intensidad
da luz desviada por las partfculas suspendias en solucidn ccmo un resultado de -
complejoa mids grandes formados durante la reaccidn antfgeno-anticuerpo.
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La gefial de la luz desviada se transmite a una microcomputadora analiza
dora donde se convierte a unidades de concentracidn, las cuales se muestran en -
wia pantalla como caracterce alfanuméricos.

Para la realizacién de la téenica, ze hacen diluciones tanto del estdn-
dar (calibrador] como de cada uno de los sueros problema con el diluyente de fos
fatoa (ICS).

Dilucibn:
A - Sin diluir
B ~ 1:6
c - 1:36
D~ 1:216 -
E - 1:1296

En las celdas de reaceidn se depositan 600 Ml de solucidn amortiguado-
ra de fosfatos (ICS) conteniendo un agitacor.

Primero el nefeldmetro determina el valor de estdndar, esto se hace -
introduciendo la tarjeta del estdndar C3 en el nefelémetro, después de que &ste
oea lefdo, se introduce la tarjeta del auero anti C3. En la cdmara de reaceidn -
se introduce una de las celdas conteniendo €00 pl de amortiguador y se deposi-
tan 42 @l de la dilueidn C (1:36) del estdndar, ahf mismo se depositan 42 w1l
del osuero anti C3; el nefelbmetro lee el valor de referencia que se programs en

la tarjeta del esténdar y lo al ta en la microcomputadora; ee desechan las -
celdas ucadas y de una manera similar se procede a determinar la concentraéifn -
de C3 en cada uno de los sugros problema. En la cdmara de reaccidén se pone wia -
celda con 600 pl de amortigundor y se depositan 42 N del ouero problema di-
lucidn C (1:36), luego se depositan 42 pl del suero anti €3, el nefeldmetro -
buaca al valor de la concentracifn del :uero problema, lo verifica y lo convier-
te en unidades de concentracidn. La pantalla presenta la respuesta final en uni-
dades de concentracidn (mg/dl),



Rango de valores de C3 en suero humano.

32

C3 en guero khumano mg/dl
Rango normal 83 - 177
Rango de medicién del
egtdndar (calibrador ICS)

50 - 500

dilueidn €




33

3 - Resultados.
Tabla 1.~ Hesultados obtenidos: : -
Tipo de pacientes No. de pacientes % aislaniento % actividad
eatudiados P, aeruginosa bactericisa
determinada
Quemados 40 50 45
Fibrosis qufstica 10 70 30

Se eatudiaron 50 pacientes, 40 con quemaduras de 2do y 3er grado y 10 -
con fibrosis qufstica. De los pacientes quemados se encontrd que sblo el 50% esta
ba infectado por P. aeruginocsa y sdlo se pudo determinar actividad bactericida en
al 45% de stos. De los pacientes con fibrosis qufstica se encontré que el 70% ea
taba infectado por P. aeruginosa y sflo se pudo determinar actividad bactericida
al 30% de &stos. '

Actividad bactericida del suero:
Densidad Sptica obtenida de cada sistema de prueba.
Pacientes quemados:

Paciente no. 1 (Grdfica no. 1)

Tubo Tiempo 0 T= 60 min T= 120 min
Control
Tubo (2) Cepa g.0¢ 0.07 0,09
' Control
Tubo (3) Suero a.10 0,12 0,08
Tubo (4) SHeTe 0,10 0.11 0.11

Problema




Pgeiente no.

2 (Grdfieca no. 2)

34

Tubo Tiempo 0 7= 60 min T= 120 min
Tubo (2) ff;;z""z 0,06 0.08 0.10
Tubo (3) gﬁ:ﬁ:"l 0.10 0.05 0.03
Tubo (4) e 0.10 0.14 0.15
Paciente no. 3 (Crdfica no. 3)
Tubo Tiempo 0 T= 60 min T= 120 min
Tubo (2) g::;zml 0.06 0.12 0.13
Tubo (3) gf‘:f:’l 0.10 0.07 0.02
Tubo (4) 24000 0.10 0.07 0.06
Pacier{te no. 4 {Crdfica no. 4)
Tubo Tiempo 0 'T= 60 min T= 120 min
Tubo (2) g‘;g”l 0.06 0.07 0.08
Tubo (3) gz:zaz 0.10 0.09- 0.075
Tubo (4) S4€%0 0.10 0.07 0.06

Problema




Paciente

Pactente

Paciente
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no. & {Grdfica no. 5)
Tubo Tiempo 0 T= 60 min T= 120 min
Control
Tubo (2) Cepa .06 0.07 0.08
Control
Tubo (3) Suers 0.10 0.07 g.05
Suero
Tubo (4) Problema a.10 0.11 0.11
no. 6 (Grdfica no. G)
Tubo Tiempo 0 T= 60 min T= 120 min
Control ;
Tubo (2) Cepa 0,06 0,07 0.09
Control
Tubo (3) Suero ~l7.10 0.04 0.01
Suero
Tubo (4) Problema 0.10 0.11 0.10
no., 7 (Grdfiea no. 7)
Tubo Tiempo 0 T= 60 min T= 120 min
Control
Tubo (2) Cepa 0.06 0.08 0.10
Control
Tubo (3) Suero 0.10 0.04 g2.01
Tubo (4) SHeTO 0.10 0.05 0.02

Problema




Paciente no. 8 (Grdfica no. 8)
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Tubo Tiempo 0 T= 60 min T= 120 min
Control 4
ontro
Tubo (2) Cepa 0.06 0,10 0.11
Control
Tubo (3) Suero .10 0.05 0.01
Suero
Tubo (4) Problema a.10 0.02 0.01
Paciente no. 8§ (Grdfica no. 9)
Tubo Tiempo 0 T= 60 min T= 120 min
Control
Tubo (2) Cepa 0.06 0.08 0.10
Control
Tubo (3) Suero 0.10 0.05 0.02
Suero
Tubo (4) Problena a.10 0.12 0.14
Pacientes con fibrosis qufstica:
Paciente no. 10 (Grdfiea no. 10)
Tubo Tiempo 0 T= 60 min T= 120 min
Control
Tubo (2) Cepa 0.06 0.0? 0.08
Control
Tubo (3} Suero .10 0.04 0.01
Tubo (4) S*erC 0.10 0.02 0.005

Problema
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Paciente no. 11 (Grdfica no, 11)

Tubo Tiempo 0 T= 60 min T= 120 min
Tubo (2) g‘;;;""z 0.06 0.07 0.08
Tubo (3) gﬁ:g‘“l 0.10 0.04 0.02
Tubo (4) peere 0.10 0.135 0.15

Paciente no. 12 (Grdfica no, 12)

Tubo Tiempo 0 T= 60 min T= 120 min
Control
Tubo (2) Cepa 0.08 0.07 0.08
Control
Tubo (3) Suero 0.10 0.02 0.01
Tubo (4) S4eTO 0.10 0.07 0.08

Problema
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GRAFICA No.4
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GRAFICA No.10
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Tabla 2: % de lists.

Paciente Tiempo 60 Tiempo 120
*
1 - 10 % - 10 %
2 - 40 % - 50 %
3 30 % 40 %
4 30 % 40 %
5 -10 % - 10 %
[ -10 % 0%
? 50 % 80 %
8 - 80 % 80 %
E -20 % - 40 %
10 80 % 85 %
11 -35% - 50 %

12 30 % 40

»




GRAFICA No. 13

% DE LISIS vs. TIEMPO (min)
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Tabla 3 .- Resultados obtenidos en la determinacién de €3 por

, nefelometrfa dz rayo laser.

Suero de pacientes quemados:

Paciente no. 1 : 156 mg/dl

Paciente no. 2 235 mg/dl
Paciente no., 3 209 mg/di
Paciente no, 4 : 197 mg/dlL
Paciente no., 5 : 130 mg/dl
Paciente no. 6 : 319 ‘mg/dl
Paciente no. 7 197 mg/dl
Paciente no., 8 154 mg/dl
Paciente no. 9 175 mg/dL

Suero de pacientes con fibrosis qufstica:
Paetente no, 10 : 343 mg/dl
Paciente no, 11 : 429 mg/dl
Paciente no, 12 : 239 mg/dl

Suero de personas normales:

Suero eontrol 89 mg/di

Valores nomalen_: 83 ~ 177 mg/dl
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4 - Digousidn,

Al determinar la actividad bactericida de pacientes comprometidoa y --
guero control frente a P. aeruginoga, se observaron cuatro grupos:
A
El primero se formé con el 50% de los sueros (grdficas: 3, 4, 7, 10y
12) los cuales mostraron actividad bactericida durante todo el experimento, tan
to los sueros problema, como el control.

El gegundo grupo lo formé el 25% de loa sueros (grdficas: 2, 9, y 11),
en los que se presentd ausencia de la actividad bactericida, en tanto que el --
suero control ef presentd dicha actividad .

El tercer grupo lo integrd el 16.7% de log suercs (grdficas 1 y §), en
eate caso hubo ausencia de actividad en los primercs 60 minutos, pasado este -
tiempo no se observé ninguna actividad con los sueros problema, pero el suero-
control el mostrs actividad bactericida .

El cuarto grupe queds integrado por el 8.3% (grdfica 6), el cual pre--
sentd ausencia de actividad bactericida en log primeros 60 minutos, pacado este
tiempo se presentd wuna ligera actividad bactericida..

En el caco del primer grupo, hubo un rango de lisis de P. aeruginosa -
de 30 a 80% en los primeros 60 minutos (grdfica 13), lo cual indica la pregen--

cia de factores del complemento y anticuerpos especlficos disponibles en el sue
ro para llevar a cabo la reaccidn, que da no e6lo la muerte, sino también la -
destruccién de P, aeruginogsa en estos pacientes. Es evidente en las grdficas, -
que hay wt deacenso en el desarrollo de P. aeruginosa al ser sometida al suero
tanto problema como control, esto se debe a que hay una deatruceién de la bacte
ria debida, por wn lado, a la formacidn del complejo (MAC) de ataque a la mem--
brana (26, 27, 30, 34) y, por otro, a la participacién de enzimas con actividad
hidrolftica presentes en el sucro como lo ec la lisozima ( mucopéptido Y-acetil
muramtil-hidrolasal, que actia degradando los enlaces Pp1-4 de la mureina para
formar monémeros, disacdridos o tetrasacdridos de este constituyente de la pa--
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red celular de P. aeruginosa (34). Se debe recordar que la membrana externa de -
la pared celular de Gram negativos, en este caso P. aeruginosa, presenta como -
congtituyente de esta envoltura, lipopolisacdridos, los cuales presentan en su -
poreidn mds externa el antfgeno O reconocido por su especificidad de especie. -
Eristen referencias en la literatura (26, 27, 34) acerca de la sensibilidad y re
gistencia al suero como wna caracterfstica dependiente de la longitud de la cade
na del lipopolisacdrido, espectficamente la sensibilidad al suero, que ge inter
preta como una consecuencia del acortamiento que presenta el lipopolisacdrido a
nivel del antfgeno 0, facilitando o favoreeiendo la fbmamldn de un complejo de
ataque del sistema de complemento a la membrana externa de la pared celular (27,
34).

En el gsegundo grupo se observd un incremento en ¢l desarrollo bacteria-
no de 20 a 40% en los primeros 60 minutos, y de 40 a 50% al finaliazar el tiempo
de prueba (grdfica 13). Existen dos posibles teorfas pura la explicacibn de esta
forma de actuar:

- la primera es que se ha observado en algunos pacientes una carencia selectiva
de la actividad bacterieida de su suero contra su propia cepa de P. aeruginosa,
posiblemente reflejando la presencia de anticuerpos bloqueadores de la actividad
bactericida, lo cual se ha descrito en pacientes infectados crénicamente (12, -
35).

- la segunda teorfa de la ausencia de actividad bactericida en estos pacientes,

es que posiblemente se deba a la dieminucién de algdn otro componente del comple
mento diferente a C3, ya que al determinarge &ste por nefelometr{a de rayo lager
oe encontrs que estaba en el nivel superior de los valores normales o por arriba
de fstos. Algunos autores han reportado que la proteasa (fraccidén II) de P. ae-

ruginoga inactiva y destruye las fracciones del complemento C1, C3, €5, C8 y C9

(31).

For otro lado, se sabe que los anticwzrpos de mayor importancia en la -
resistencia a la infeccién son inmunoglobulinas de las clases IgGC e IgM y é&atas
se ven dieminufdag en pacientes quemados mal nutridos, por lo que no responden
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bien a un estfmulo antigénico. En heridas por quemaduras muy ertensas,especi-
almente cuando hay eepsis, la respuesta de anticuerpos puede verse repetida (2).

Las grdficas 2 y 9 son de pacientes quemados y la falta de actividad -
bactecida de su suero, sc debe tal vez a una disminucitn de inmunoglobulinae de
las clases IgG e IgM por lo anteriormente dicho, ya que estos pacientes son del
Hospital "Rubén Leflero", que generalmente atiende a personas de bajos recursos-

econdmicos.

Dentro de este migmo grupo dos, se encuentra un paciente con fibrosia-
qufstica (grdfica 11 ), por las observaciones de algunos cient{ficos (12), exis
ten casog de pacientes con fibrosis quistica, en quienes aunque los niveles de-
inmunoglobulinas se encuentran dentro de los niveles normales, la actividad bac
tericida falla, por lo antes dicho en la primera teorfa.

El tercer grupo estuvo tntegrado por el 16.7% de las cepas (grdficas 1
y §), observdndose ausencia de lisis a partir del minuto 60 para las cepaa 1 y-
§, ya que €stas se mantuvieron con wi 10% de desarrollo hasta el minuto 120 (-~
gréfica 13) .En el cago de la cepa 5, el guero control present§ actividad bacte-
rieida desde un principio, y en la cepa 1, el suero control presentd actividad
a partir del minuto 60, la posible explicacién a este fenbmeno puede radicar en
que se trabaja con suero de pacientes quemados, en quienes como consecuencia dol
“danio  térmico localizado, se propicia la pérdida de factores del suero, especi-
ficamente inmunoglobulinas del tipo IgG (2,34), que junto con otros componentes,
como pueden ser factores del complemento, al perderse en cantidades suficientes,
no generan el descenso esperado del desarrollo bacteriano con respecto al buero
control.Se puede pensar que la actividad bactericida del suero problema se en--
cuentra alterada por la pérdida de dichas inmunoglobulinas o fracciones del com
plemento diferentes a C3, puesto que éste al ser daterminado por nefelometrfa de
rayo laser, da cifras adecuadas para que se lleve a cabo la activacibn del com-

plemento (2)

Finalmente, 8.3% de los eueros (grdfica 6) manifesto una ligera activi
dad bactericida, pero ésta no fué lo suficientemente elevada como para que duran
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te todo el perfodo que durd el experimento hubiera wn descenso significativo del
desarrollo hacteriavo, la eaxplicacisn 2s muy parceida a la dada en el grupo ante
rior, ya que al encontrar cifras elevadas de (3, es de pensarse que 8i no exista
deficiencia de otra fraceidn del complemento, ésta puede ser a nivel de inmunoglo
bulinas, ecpecfficamente IgM, que como ha side referido por distintos investiga-
dores, eu deficiencia y su pogterior corrcccifn a nivel eaperimental, tras como -
consecuencia la activacidr. del complemento esencialmente por la via cldsica (15,
30), ya que se ha dicko que la vfa alterna tieme una actividad bactericida de -
menor importancia que la eldsica para inactivar a P. aeruginosa a travds de la
actividad bactericida del suero (26).

Por lo que respecta al fenotipo de las cepas, aunque aquéllas obtenidas
de pacientes con fibrosis qufstica eran mucoides en wn principio, desplies de al
gunos pases en los cultivos se volvieron de tipo rugoso, semejantes a las obte-
nidas de lo¢ pacientes quemadoe.

Al comparar la actividad bactericida del swero de amboa tipos de pa--
cientes (con fibrosis quistica y quemados) no se observs diferencia en el com--
portamiento de las cepas, log resultados fueron semejantes, ya que los sueros -
presentaron tanto liste de P. aeruginosa como también permitieron el desarrollo
de la bacteria.

En ningwio de los pacientes de encontraron cepas resistentes al suero,
ya que el control cn todos los cavos menifests su actividad bactericida; ot en
el pregente cxperimento se hubiera encontrado alguna cepa resistente a la acti-
vidad bactericida del suero tanto control como problema, cabrfa la posibilidad
de pencar en lo antes ditho por algunos autoria, y esto ea que wna ccpa lisa, -
per 1o general cerd resiptente al suere( 26,77,34), awnque también se podfa tra
tar de w.a cepa que portarva algih: plésmide de venistencia al subro, semejante a

loa pldomidos de #. vcoli X-12, deserito ya vor slzunos autorcs, (25,34,34).




5 -~ Comolusiones.

1.~ Del total de 50 pacientes estudiados sdlo en un 60% de ellos se aisld
P. aeruginosa.

2.- De acuerdo a la actividad bactericida del suero obtenida de loa miemos
pacientes se realizé la formacién de 4 giupos:
EL primer grupo lo formé el 50% de las cepas, observéndoge actividad
bactericida tanto del suero control como con el suero problema.
EL segundo grupo lo formé el 25% de las cepas y presentS actividad
bacterieida sblo eon el suaro eontrol,
En el tercero y cuarto grupos se observs actividad bactericida de
manera paroial.

3 - La determinacifn de €3 por nefelometrfa de rayo laser para todos los
pactentes, estuvo dentro de los niveles normales o por arriba de éstos.

4.~ Se observ6 una total actividad bactericida en el 44% de los suerca de’
pacientes quemados y en el 66% de los suero de pacientes con fibrosis

quistica,
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