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INTRODUCCION

Las especies microbianas son clasificadas para propdsitos
mé&dicos en: patégenas y no patSgenase.

Esta subdivisién es conveniente para distinguir a los or_
ganismos que causan enfermedades especfficas, de los saprofitos y-
de la mayorfa de comensales que se desarrollamn inofensivamente so_
bre la superficie del cuerpo humanoe.

Saprofitos y comensales pueden sin embargo, causar severos
efectos patolégicos cuando tienen acceso a tejidos con pobres de
fensas antimicrobianas o en pacientes en los cuales su resistencia
&sta deteriorada por enfermedad o por ciertas formas de tratamien_
to médico. Tales microorganismos son comunmente llamados
" Oportunistas " ———————,

Todos los microorganismos pueden implfcitamente bajo cier
tas circunstancias, crecer en el tejido humano pudiendo actuar co_
mo oportunistas; pero hay ciertas especies de bacterias, virus, —-
hongos y protozoos los cuales est&n particularmente asociados con-
egte tipo de infeccién.

Tales organismos est4n caracterizados por su resistencia-
a un gran ndmero de antibiéticos, los cuales son usualmente acti__
vos contra la mayorfa de las bacterias patégenas. Con esta ventaja
biol8gica, este tipo de microorganismos surgen por seleccién, don_
de son muy empleados los antibiéticos (hospitales).

De las bacterias que presentan estas propiedades, tiene =
una particular importancia Pseudomonas aeruginosae.

Adn cuando es inofensiva en sujetos sanos y no heridos =
(excepto en la infancia), es m&s peligrosa que Staphylococcus ———-

aureus en la cimara anterior del ojo, en el ofdo y es capaz de —~—
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causar infecciones fatales en pacientes con severas cuemadurase =——
Especial riesgo se presenta en pacientes que requieren instrumenta
cién (cateterismo) con lo cual se pueden introducir bacterias a te
jidos susceptibles; también en lesiones que contienen tejido necr§
tico (guemaduras) o fluidos (orina o L.C.R.), en donde pueden cre_
cer ripidamente estos organismos de un pequefio inéculo, a un ndme_
ro potencialmente invasivo.

Pseudomonas aeruginosa produce una variedad de toxinas y-

enzimas que la hacen ser un invasor potencialmente peligrosc, si -
las defensas naturales son deficientes. Su capacidad para crecer -
como saprofito en agua, con un minimb de nutrientes, la hace un —~—
contaminante importante en soluciones " estériles ".

De acuerdo con las razones anteriormente expuestas, la im

portancia médica de Pseudomonas aeruginosa , microorganismo oportu

nista , merece ser ampliamente considerada.



CAPITULO 1

CARACTERES UTILES EN LA DIFERENCIACION DE ESPECIES DEL GENERO
PSEUDOMONAS .

Con el propSsito de entender la situacién taxondmica ac__
tual del género Pseudomonas donde se encuentra incluida como espe

cie tipo Pseudomonas aeruginosa, iniciaremos el an#lisis de los ca

racteres ftiles en la diferenciacidn de las especies de este grupo
basados en la definicién general propuesta en 1966 por Stainer , -

Palleroni y Duodoroff (276), la cual dice:

Las bacterias poseen las siguientes caracterfsticas feno_
tfpicas: Bacilos unicelulares rectos o curvos pero no helicoidales
Dimensiones, ancho de 0.5 a 1 u y largo de 1.5 a 4., Mé8viles por
medio de uno o m&s flagelos polares, un miembro del grupo es inmé_
vil, otros producen flagelo lateral en adicién al flagelo polar. —
Gram negativo. No forman endoesporas, ni hifas, ni c4psula,

La produccién de energfa se debe a su metabolismo respira
torio, nunca fermentativo o fotosintético. El oxfgeno molecular es
utilizado como oxidante terminal, pero algunos miembros del grupo-
pueden vivir anaerfbicamente en medios que contienen nitrato. To___
dos los miembros son quimiorganotréficos, pero algunos son quimio_
litotréficos facultativos capaces de utilizar hidr8geno gaseoso co
mo @nica fuente de energfa. El contenido de G + C del DNA estf con

siderado en un rango de 58 a 69 moles % .

Los caracteres morfol8gicos y fisiol8gicos agrupados en -
la definicién, aunque generales, son aplicables a las especies que
se han asignado a este grupo. Sin embargo, hay que hacer notar que

los caracteres morfolSgicos de la definicién son compartidos por -
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otros grupos de bacterias, las cuales son excluidas por poseer al_
guna propiedad fisiol8gica que varfa con las ya enunciadas; tal es
el caso de las especies fermentativas pertenecientes a: Aeromonas,

Zymomonas, Photobacterium y Vibrio. Podemos incluir también los —

grupos fisiolSgicamente especializados pertenecientes a los géne__

ros: Nitrosomonas, Thiobacillus, Ferrobacillus, Gluconobacter, —-—

Methylomonas (Methanomonas), Halobacterium y Xanthomonas.

Con esto podemos tener una idea de la relacién que guarda

el género Pseudomonas con otros géneros de bacterias.

Morfologfa -~

Los atributos morfolSgicos son muy importantes en la taxo
nomfa; pero es un hecho que las bacterias no ofrecen abundante in_
formacidn morfolégica, lo cual es la principal razdén del estado in
satisfactorio de la taxonomfa bacteriana basada dnicamente en este
caractere

Las c&lulas de Pseudomonas son tfpicamente bacilos rectos
aunque en una poblacién es posible, casi invariablemente, encon__
trar un nfmero de células curvas.

En algunas cepas, la longitud de las células excede gran_
demente al m&ximo de 4 pm indicado en la definicién. Esto ha sido -
reportado para cepas de Pseudomonas fluorescentes patdSgenas de ———

plantas y en algunas cepas de Pseudomonas putida.

Las células no presentan factores particulares al micros_
copio 8ptico, excepto en aquellas especies capaces de acumular can
tidades del polfmero poli phidroxibutirato (PHB). La acumulacién-
de este compuesto se incrementa por el crecimiento de c8lulas en -
medios con un contenido bajo de nitrégeno y normalmente los grinu_
los pueden verse claramente cuando el microscopio cuenta con un —
equipo para contraste de fases. Algunas especies sin embargo, acu_

mulan muy poco PHp3rsu presencia sS§lamente puede ser demostrada -



sin duda, mediante un aislamiento y caracterizacién qufmica .
Yamamoto (311) ha reportado la presencia de estructuras =
microtubulares conocidas como rapidosomas en muchas de las espe__
cies incluidas en su estudio al ser examinadas al microscopio elec
trénico despdes de aplicarles la t&cnica del sombreado metflico, =
los rapidosomas muestran estar en asociacifn fntima con el nfcleo_
plasma y su funcién biolSgica no es clara todavfa, sin embargo hay
evidencias que favorecen la identidad de los rapidosomas con la cu

bierta de bacteriocinas polimerizadas en Pseudomonas fluorescens -

(3).

En secciones delgadas de c&lulas de Pseudomonas aeruginosa

se han observado, estructuras similares a mesosomas que est&n tam_

bién presentes en Pseudomonas saccharophila ( 45, 120 y 315).

Las células de Pseudomonas muestran una activa movilidady
especialmente cuando se trata de cultivos jovenes. Esta movilidad-
es debida al flagelo polar. El nfimero y la longitud de onda del —
flagelo son caracteres taxon8micamente importantes (174). El flage
lo es descubierto en la mayorfa de las especies (91).

En algunas especies ha sido observado flagelo polar y la_
teral. El flagelo lateral tiene una corta longitud de onda con res
pecto al flagelo polar y es f&cil de desprender cuando los culti__
vos se vuelven viejos, quedando las c&lulas flageladas polarmente-—
(223). La insercién del flagelo en algunas especies no es exacta__
mente polar sino un poco lateral o subpolar. Estos casos de flage_
lacién anormal han reducido la significancia taxon8mica de uno de-
los pocos caracteres morfolégicos, quiz8 el m&s impresionante, el-
cual hasta ahora era considerado absolutamente tfpico de Pseudomonas

La movilidad, manifestada por ondas concéntricas sobre la
superficie del medio s8lido, se ha reportado en cepas de Pseudo-

monas aeruginosa no flageladas. Este fenSmeno ha sido también ob__

servado en especies diferentes de Pseudomonas no fluorescentes fla
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geladas y puede ser distinguido de la movilidad flagelar (116 ),
Se han observado fimbria o pili en 8 de las 50 especies =
de Pseudomonas examinadas en el microscopio electrénico (90). El -

pili polar de Pseudomonas aeruginosa ha sido estudiado por Bradley

(30) quien encontr$ que algunos de los ap&ndices son receptores de
fagos que contienen RNA, mientras que otros son probablemente recep
tores de fagos filamentosose. El pili no es funcional para la trang

ferencia del factor sexual F P, de Pseudomonas aeruginosa.

El pili de Pseudomonas echinoides (una especie de incier_

ta posicién taxonémica) esti claramente involucrado en la forma

cién de agregados celglares (117).

Pigmentacidn .-

La pigmentacibén de algunas especies de Pseudomonas es muy
caracterfstica. Se han usado generalmente medios especiales para =
evidenciar o incrementar la produccidn de pigmentos. La pureza de-
los productos qufmicos y del agar empleados es muy importante, pe_
ro muchas veces no es garantfa de buenos resultados.

Este caracter es el m&s erritico de todas las propiedades
fenotfpicas. La produccidn de color puede perderse despuds de ——-
transferencias repetidas en medios de cultivo usados en el labora_
torio y ocasionalmente se aislan cepas apigmentadas de especies —
normalmente pigmentadas de la naturaleza .

Se producen diversos tipos de pigmento por especies de —
Pseudomonas: un tipo es fluorescente y soluble en agua y es carac_
terfstico de las llamadas Pseudomonas fluorescentes, es producido-
en muchos medios de cultivo, particularmente en aquellos con bajo-
contenido de hierro (92 y 168). Otro tipo de pigmentos pertenecen-
a la familia de los compuestos fenazina.

Piocianina, uno de los pigmentos fenazina de Pseudomonas

aeruginosa es sintetizado vfa amino&cidos arom&ticos (40).
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Algunos miembros del grupo fluorescente y especies de —

Pseudomonas cepacia producen varios otros pigmentos fenazina. Este

dltimo grupo de organismos pueden producir pigmentos que difunden-
dentro del medio de cultivo y semejan pigmentos fluorescentes cuan
do se examinan bajo una fuente de luz normal., Pueden ser diferen__
ciados cuando se exponen a una fuente de luz ultravioleta de longi
tud de onda corta (254nm), donde s8lamente son capaces de fluores_
cer los pigmentos fluorescentes. Hay otros pigmentos carotenoides-—
producidos por cuatro especies bien caracterizadas en este género-—
que permanecen asociados con las c&lulas y son responsables del co
lor amarillo o naranja de las colonias de estos organismos .

Varios otros pigmentos han sido reportados (274 y 222)

Caracteres fisiolégicose—

La escasez de datos morfol8gicos en las bacterias estf —
compensada en una gran parte por la informacién fisioldgica f&cil_
mente obtenible. Las bacterias pertenecientes a este gé€nero, son -
particularmente susceptibles para efectuar observaciones fisiol8gi
cas. Para crecer, sus requerimientos son simples, el tiempo de ge_
neracién es relativamente corto y su diversidad fisiolSgica es muy
marcada (71).

Varias propiedades fisiol8gicas usadas para la caracteri_
zacién de las especies se mencionan a continuacidn:

Relaciones de temperatura, reacciones de oxidacién y cito
cromos con espectros diferentes, produccidn de Acido a partir de -
azficares y alcoholes azficares (pruebas limitadas a un nflmero de ca
sos), produccién de la capa viscosa extracelular a partir de saca_
rosa, denitrificacién, reaccién de hidrolasa de arginina, forma de
incorporacién de compuestos intermediarios en la degradacién de —
compuestos aromiticos, deteccién de actividad enzim&tica extracelu

lar tal como hidrélisis de gelatina, hidrélisis de almidén, hidré_
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lisis de poliplﬁdroxibutirato, accién de lecitinasa por la reac_
cién llamada de yema de huevo y accién de lipasa determinada por -
hidr8lisis de Tween 80.

Debe ser comentado que la marcada versatilidad bioqufmica
de Pseudomonas da como consecuencia que estos organismos produzcan
relativamente pocas enzimas extracelulares, capaces de degradar —
grandes molé&culase En el anflisis nutricional de las especies, la-
mayorfa de los sustratos utilizados son compuestos solubles de ba_
Jo peso molecular.

Un nfimero de caracteres de cultivo y fisiol8gicos conside
rados de significancia en la Bacteriologfa sistemftica se han deja
do fuera por varias razones. Entre estos caracteres estfn:

La produccisn de H,S , la prueba de ureasa, la accién so_
bre leche tornasolada, el crecimiento en rebanadas de papa y varias
pruebas de rutina fdtiles en el estudio de bacterias entéricas, al_
gunas de estas pruebas estfn destinadas a revelar propiedades que-
estfn ausentes en los grupos del género Pseudomonas o aparecen ——
err8neamente e incorrelacionadas con otros importantes caracteres.

Destacando entre los atributos de las especies estln sus-
caracteres nutricionales. Den Dooren de Jong (1927) fué el primer—
bacteriblogo que mostrd que especies de Pseudomonas podfan utili__
zar un gran nfimero de compuestos para crecer en diferentes solucio
nes puramente minerales, conteniendo una sal de amonio como @nica—
fuente de nitrégeno. Una de las especies estudiadas, P. putida, —
mostr8 ser excepcionalmente versftil a este respecto, en cerca de-
200 compuestos probados 80 pudieron ser utilizados como sustratos.
Los compuestos utilizados por estas cepas pertenecen a varias fami
lias qufmicas (carbohidratos, alcoholes, icidos grasos saturados y
¥ no saturados, aminas, amidas y amino%cidos).

Los datos obtenidos de los productos de degradacién nutri

cional son heterogéneos. En algunos casos la utilizacién de un sus



trato nos da informacién sobre la constitucidn enzimftica de una =
cepa pemo no es una regla, generalmente pueden utilizarse vias al_
ternativas en la degradacién de compuestos orginicos (para una ma_

vor informacién sobre esta seccién en particular, ver el Cape. 3 )a

Sistemas de hibridizacién de &cidos nucléicos e—

En las investigaciones efectiaadas en los sistemas DNA/DNA
y rRNA/DNA para Pseudomonas, se ha producido una interesante in__
formacidn que puede ser usada como base para la construccién de un
sistema taxonémico.

La homologfa entre pares de cepas se mide por la eficien_
cia con la cual el #cido nucl&ico de una de las cepas, compite por
la reasociacién o el enlace del &cido nucl&ico de la otra cepae.

La hibridizacidén DNA/bNA es efectiva puesto que revela =
relaciones estrechas entre los organismos, pudiéndose correlacio__
nar de una manera efectiva con las diferencias fenotfpicas genera_
les de las cepas, con lo cual obviamente la composicién del DNA —
estf directamente relacionada. Un nfimero de complejos hom8logos —~
DNA fue establecido (222) en 1972, los miembros de un complejo da_
do estén relacionados directa o indirectamente a uno o varios nive
les de homologfa de DNA y no muestran una homologfa detectable con
los miembros de otros complejos.

El resultado de los experimentos llevados a cabo con rRNA
en Pseudomonas permiten la agrupacidn de las especies del género -
dentro de 5 grupos llamados " Grupos hom&logos RNA " (224). La com
posicién de estos grupos concuerda muy bien con los grupos hom81lo_
gos DNA, previamente establecidos. Los resultados obtenidos con ——
los dos tipos de &cidos nucl&icos concuerdan bien cuando son compa
rados convenientemente, no hay caso en el cual un nivel detectable
de homologfa DNA/DNA sea acompafiado por un alto valor en experimen

tos rRNA/DNA.
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Subdivisién interna del género Pseudomonas , en base a los

grupos hom8logos RNA .

Grupo hom8logo RNA I , Pseudomonas fluorescens.

La posicidn central la ocupa en este zrupo la especie —

Pseudomonas flucrescens, &sta es la razén para la designacién apli

cada a este grupo. El grupo es muy heterogéneo en propiedades feng
tfpicas, pero algunas de estas propiedades pueden ser usadas en —
combinaciones particulares para la subdivisién interna de este ——-
gran grupo dentro del género. Las especies incluidas en este grupo
son las mismas que constituyen el grupo definido previamente " Com

plejo hom8logo DNA, Pseudomonas fluorescens ". Un grado variable -

de homologfa DNA conecta directa o indirectamente a las especies -
constitutivas; adem&s un alto grado de homologfa rRNA/DNA és com__
partido por todos los miembros del grupo que han sido analizados.

Este grupo incluye especies fluorescentes y no fluorescen
tes.

Entre las especies fluorescentes: Pseudomonas aeruginosa

(especie tipo del género), Pseudomonas fluorescens (subdividida en

biotipos), Pseudomonas putida (subdividida en dos biotipos) y mu__

chas especies de Pseudomonas fluorescentes patSgenas de plantase.
Las especies no fluorescentes est&n subdivididas dentro -

de dos subgrupos: Subgrupo stutzeri (Pseudomonas stutseri y Pseudo

monas mendocina) y Subgrupo alcaligenes ( Pseudomonas alcaligenes

v Pseudomonas pseudoalcaligenes ).

_El contenido de G + C del DNA de todos los organismos del
grupo, que han sido analizados se encuentran en un intervalo de 58
a 68 moles % , una extensién tan amplia como para el género mismo.

Antes del nombramiento de Pseudomonas alcaligenes (242) todos los-

miembros tenfan en comfin una importante propiedad negativa, la ca_

pacidad para acumular poli‘ghidroxibutirato como material de reser



va para carbén.
A continuacién serf descrita dnicamente, la especie objeto
de este trabajo que ademfs es considerada como la especie tipo del

género Pseudomonas.

Pseudomonas aeruginosa = En la mayorfa de los casos pue_

de ser ripidamente reconocida por un nfimero limitado de caracteres
El nombre de la especie se refiere al caracter m&s llamativo en el
cultivo, un color que puede ser de naranja cobrizo a verde claro §
verde (71).

Las células son bacilos, sus dimensiones promedio son: an
cho de 0.5 n y su longitud estd determinada en un intervalo de 1.4
a3 p, la mayoria de las cepas son méviles y poseen tfpicamente -
un flagelo polar por célula; sin embargo, existe una cepa con una=-
alta proporcién (15%) no usual, que presenta dos flagelos. Esta —
proporcién se encuentra fuera del mé&ximo (10%) determinado (174) -
para cepas tipicamente monotricas.

La produccién de piocianina y de pigmentos fluorescentes—
son caracterfsticos de la especie, pero algunas cepas pueden care_
cer de uno o ambos tipos de pigmento. Algunos otros pigmentos han-
sido reportados por ejemplo: &cido 1 carboxi fenazina, Scido 1 car
boxi dihidroxifenazina, clorafina, oxiclorafina, el pigmento rojo-
aeruginocina A y B, melanina y la clorina conteniendo pioluterina.
Algunos de estos pigmentos pueden ser también producidos por espe_

cieg de los biotipos de Pseudomonas fluorescens .

Jenssen (149) » ha enlistado los siguientes caracteres co
mo importantes para el diagnéstico de las especies de Pseudomonas
aeruginosa: Tendenoia a la localizacién de ondulamiento en el bor_
de de la colonia (debido al crecimiento en forma de ondas concén__
tricas, sobre la superficie del medio de cultivo), pigmentacién ,

olor caracterfstico (descrito por algunos bacteriflogos como dul _
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zén) y presencia de placas met&licas brillantes sobre la superfi___
cie de las colonias.

Esta combinacién de caracteres est4 presente en la mayo__
rfa de los cultivos examinados. Las colonias frecuentemente se ex_
tienden sobre la superficie del agar a partir del punto de inocula
cién; fendmeno que depende de la composicién del medio de cultivo,
(1a extensién es sorprendente en medios que contienen Tween 80) mu
chas colonias son convexas, todas las cepas crecen a 37°C un carac
ter que diferencia a esta especie de otras Pseudomonas fluorescen_
tes, algunas cepas no crecen a 42°C s Pero 44°C es la temperatura-
mixima en la gue crecen muchas cepas. No hay crecimiento a SOC.

Todas las cepas pueden crecer con amonio, valina, lisina-
o urea como fuente de nitrSgeno; nitrato y creatinina (pero no —
creatina) pueden ser usados por la mayorfa de las cepas.

Una concentracidn de NaCl del 3 %, es bien tolerada en el
medio de cultivo y muchas cepas crecen en concentraciones de 6 % -
de Na Cl, lo cual quiz4 esté cercano al m&ximo de concentracién to
lerada por esta especie.

Cepas de Pgseudomonas aeruginosa se aislan comfinmente, de-

nmuestras olfnicas y su capacidad patégena potencial provoca preocu
pacién en el ambiente hospitalario, debido a su resistencia frente
a los antibiSticos mé&s comunes.

El nombre de Pseudomonas polycolor, ha sido aplicado a la

cepa que tiene como origen las plantas, sin embargo el sinénimo ——

con Pseudomonas aeruginosa es ahora generalmente aceptado.

El aislamiento para cepas del suelo es f&cil, usando cul_
tivos enriquecidos bajo condiciones de denitrificacién con una va_
riedad de fuentes de carbono. Las cepas son marcadamente uniformes
en propiedades fenotfpicas generales y en homologfa de 4cidos nu___

cléicos. Il contenido de G + C del DNA es de 67 moles % y conside_

rado alto para algunas otras Pseudomonas fluorescentes.

A
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Las cepas de Pseudomonas aeruginosa son capaces de produ_

cir bacteriocinas especfficas (aeruginocinas).

En la tabla l.1 se muestra la clasificacién de las espe__
cies de Pseudomonas dentro de los grupos homSlogos RNA; para mayor

informacién a cerca de estos grupos consultar ( 13, 223, 248 y 257)

Nota:
Explicacién de las letras (a, b y ¢) marcadas en la tabla

1.1 de la p&gina siguiente.

a ;
Los nfimeros en el paréntesis, corresponden a la cepa usa
da como referencia en los experimentos de hibridizacidn-

rRNA/DNA.

Calculado de acuerdo a la formfila dada por Ballard (13).
Cada vial contenfa 1 mg de DNA o rRNA marcado, 100 pg de
rRNA o 1501ug de DNA no marcado (competidor) en un vol.
final de'O.25 ml de O«3 M de NaCl y 0.03 de citrato de Na
; un filtro de nitrocelulosa por vial con cerca de 20 mg-

de DNA inmobilizado no cortado.

® No incluidos en experimentos TRNA/DNA .
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Tabla 1.1 . Clasificacién de las especies de Pseudomonas

dentro de los grupos hom8logos RNA .

A R AT X Sy o o S DO e Ao Relels 58 Bl febabeds e 8 o e P Bl B e B e B 3o e 5 2 B
G Sl
s % de competlclénb
% de (+C . a
homélogos en DNA Especies ]
TRNA. TRNA/DNA DNA/DNA

T8 %08 % 5eeBelnBedie e Sades e boe BoBeleledereBe s ataRe 2adels 5o 8B & BBt 8o 8B S 2o le oo e 2els 8ol 8 8: R 2o %

67 P. aeruginosa (131)
59-63 P. fluorescens (D-31)
61-62  P. putida :
58-61 fluorescentes patSgenas
1 de plantas. =20k i
61-66 P. stutzeri
63-64 P. mendocina
66 P. alcaligenes
63 P. Pseudoalcaligenes i
67-68 P. cepacia (383)
68 P. marginata 237
65  P. caryophylli J’ 12
2 69  P._pseudomallei® 87 - 101
69 P. mallei (
64  P. pickettii 29-56
66-67 P. solanacearum ]
67 P. acidovorans (14) 33
62 P. testosteréni
3 65-66 P, delafieldii (134) 79-92
62-64 Py facilis r 42-100
69 P. saccharophila ]
66-67  P. diminuta (501) 1
4 66 P. vesicularis = [ 2t
5 67 P. maltophilia(67) 95 o
66-68 Xanthomonas spp (Xc-1)
Gy e R e e T e e T e B e o o T B Bl T e e B M e N T B B 8o 2 B B Do e 0B
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ClA P T DU LO 2

LA GENETICA EN EL GENERO PSEUDOMONAS

Son dos especies dentro del género Pseudomonas ( Pseudo-—-—

monas aeruginosa y Pseudomonas putida) las que han atrafdo la aten

cién de los genetistas principalmente; para ambas especies se han-
desarrollado sistemas de an#lisis de recombinacién y se han esta__
blecido una gran variedad de t&cnicas para el aislamiento de mutan
tes.

" Ha sido mostrado que los pl&smidos, tienen un papel ——
esencial en la resistencia a las drogas y en la vers&til bioqufmi_
ca de estas bacterias ".

Indudablemente queda mucho por aprender de la organizacién
de Pseudomonas, pero una manera de incrementar nuestro conocimiento
es mediante el empleo del AnZlisis Gené&tico.

Hay tres aspectos del AnXlisis Gen&tico que deben tenerse
en cuenta:

a)e= La identificacién de las variaciones gen&ticas natu_

rales del organismo escogido.

b)e~ La seleccién de variantes gen&ticas inducidas (mutag

tes), las cuales son el punto de partida para muchos
experimentos.

c).— Algunos sistemas de recombinacién gen&tica, por los-

cuales puede ser mapeado el genoma y llevada a cabo-

la recombinacién de componentes del genomas

La mayorfa de los trabajos con Pseudomonas aeruginosa, =—

han sido hechos con dos cepas originariamente descritas en 1955 —
(122). Estas cepas son: la PAO ( originariamente cepa I ) aislada-

de un paciente en Australia en 1954 y la PAT ( formalmente cepa 2-

), la cual fué& aislada por Don y Van der Ende (1950) en el sur de~
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Africa como cepa I~ III, 3bi.

Ambas son protétrofas y aeruginocinogénicase. La cepa PAQ -
produce aeruginocinas tipo R y tipo S y la cepa PAT produce aerugi_
nocina tipo R s6lamente (144). Casualmente estas dos cepas han mos_
trado, propiedades diferentes gené&ticamente y su investigacién ha -
permitido establecer un amplio panorama de la Genética del género -
Pgeudomonas (129 y 124).

Entre las variaciones gen&ticas naturales de Pseudomonas —
aeruginosa, la presencia de patrones alterados en la produccién de-
pigmento es probablemente la variante m&s comfin (149); pero cual
quiera que haya cultivado frecuentemente a este microorganismo, es_
t& conciente de la gama de variantes que se pueden presentar en un-
medio de cultivo artificial .

Los cambios ocurridos en muchas propiedades reconocibles ~
de estos organismos incluyen: morfologfa colonial, produccién de —
pigmento, resistencia frente a agentes deletéreos, fagos, suscepti_
bilidad a aeruginocina y propiedades antig&nicas(133 y 268).

Afdn cuando todavfa no hay un completo entendimiento de la~—
biosfntesis de compuestos de pequefio peso molecular y macromolécu__
las, mucho es entendido acerca del mecanismo y control de estos pro
cesos particularmente en las bacteriase. Lo mismo puede decirse para
la morfogénesis y el ensamblaje de estructuras celulares y subcelu_
lares. Una proposicién genética para la solucidn de este problema =
involucra el desarrollo de técnicas para el aislamiento de mutantes,
las cuales tengan componentes estructurzales alterados o carezcan de
la capacidad para ensamblar dichos componentes. Una proposicidn emi
nentemente @til es el Anflisis de la Morfogénesis con bacteriofagos

Trabajos sobre este aspecto, han sido realizados en Pseudo

monas aeruginosa (125, 131 y 306).
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Estructura del genoma bacterianoe~—

La informacién de muy variadas fuentes, indica que el ge_
noma bacteriano consiste de un cromosoma adherido a la membrana —
bacteriana, Generalmente mide de 2 a 3 x 109 daltons con uno o mis
plésmidos. Cada uno con un peso molecular de 10 a 70 x 106 daltons
también probablemente adherido a la membrana (131 ¥y 243).

El cromosoma es una estructura estable, pero los pl&smi__
dos tienen variados grados de estabilidad, debiendo tener algfn —
control que asegure estrictamente la replicacién sincronizada tal,
que la proporcién entre el ndmero de plésmidos y el cromosoma per_
manezca razonablemente constante en la mayorfa de los casos, uno -

odos (11 y 214).

Anflisis de Recombinacidn .-

En Pseudomonas aeruginosa , hay procesos de reclasifica__

cién del material genético, los cuales pueden ser usados provecho_
samente en investigaciones genéticas de estos organismos. Estos —
procesos son: Conjugacidn (promovida por una variedad de pl&smidos)

, Transduccién y Transformacién .

Transformacién .-
Kahn y Sen, 1967 (158) describen la recombinacién genéti_
ca por transformacién, en varias especies de Pseudomonas incluyen_

do combinaciones intra e interespecfficas de Pseudomonas aeruginosa

Transduccién .-

La frecuencia de lisogenia en cepas de Pseudomonas aeru—

ginosa es cercana al 100% , en contraste con lo dicho para E. coli
donde s8lamente cerca del 10% de las cepas son lisogénicas (82 y -

109). La polilisogenia (m&s de un tipo de profagos en la célula) -

también parece ser comfin en Pseudomonas aeruginosa (81, 123 y 127)
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La lisogenia entre otras especies de Pseudomonas es muy -
rara o no detectable (109).

Se ha mostrado que la conversién de fagos o conversién 1i
sogénica ocurre en un gran ndmero de cepas de P. aeruginosa seroti
picamente diferentes, efectuando cambios en los componentes de la-
superficie, la sfntesis de aeruginocinas, los pigmenios melanogéni
cos, las fluoresceinas y proteasas (184).

Se han caracterizado los siguientes fagos como iransducto
res de la especie en estudio: F 116, D 3, G 101, F 126, F 130 y =

B 3 . Todos ellos muestran una transduccién general (126, 127, 132

v 172).

Conjugacién .-

Este es un proceso de contacto directo entre células bac_
terianas, con la transferencia de material genético, de una cilula
donadora a una célula receptora.

Una de las células (donadora) lleva la informacién genéti
ca necesaria que facilita el contacto. Este grupo de genes es co__
munmente llamado " Factor de Transferencia " y cuando esti genéti_
camente unido a los determinantes para la resistencia a antibidti_
cos, el término es ampliado a: Factor de Transferencia resistente-
o RTF (199).

El mecanismo por el cual se lleva a cabo la transferencia

genética por conjugacién en Pseudomonas aeruginosa, todavia no es-

claramente desorito en todos sus aspectos.

Pl&smidos identificados en Pseudomonas aeruginosa e—

Factores sexuales o=
Hist8ricamente, estos son los primeros tipos de pl&smidos

que fueron identificados en esta especie. La descripcién de FP 2
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por Holloway y Jennings, 1958 (128) es la primera referencia con -
que se cuentae.

El t&rmino factor sexual, se refiere a la capacidad de es
tos pl&smidos para promover la transferencia del cromosoma bacteria

no en la conjugacidn.

Factores RP.-—

La alta resistencia natural, de Pseudomonas aeruginosa a

una gran variedad de antibiéticos, ha sido una fuente interesante -
de investigaciéne En 1969, Lowbury y col. (195) describieron el aig
lamiento de una cepa, altamente resistente a carbenicilina.

La naturaleza de su aspecto, sugiere que un factor R es —
responsable y &sto fue subsecuentemente confirmado con el trabajo =
de Sykey, 1970 (286).

Es obvio que factores R de Pseudomonas, son ahora un aspec
to importante de la genética epidemiol8gica de estas bacteriase

Varios factores R han sido aislados (28, 36, 49, 141,160,
195 y 310) ( ver tabla 2,1 ).

En cuanto a sus propiedades biolégicas, algunos factores R
pueden promover la transferencia del cromosoma bacteriano, algunos-
son reprimibles, otros confieren resistencia a sales de mercurio, -
algunos otros pueden impedir la multiplicacién de fagos en Pseudo -

monas aeruginosa y algunos m&s pueden limitar la produccién de —-—

aeruginocina o pueden conferir tolerancia a la aeruginocina.( 278 y

36) »

Compatibilidad .-

La identificacién y diferenciacién de pl&smidos, es dffi_
cil y todavfa un problema no solucionado en la taxonomfa genéticae

La opinién comtin, pone a la capacidad para replicarse, co

mo un importante factor taxonémico. Y se mide por la capacidad de—
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dos pl&smidos, para existir y replicarse en la misma c&lula bacte_

riana, tales pl&smidos son llamados COMPATIBLES ( 62 y 63 ).

Tabla 2,1 o Plismidos que confieren resistencia a drogas en

Pseudomonas aeruginosa .

9!""].9!013&)_9'“%

Lugar donde Nombre Nombre Patrén de resistencia
fue del comtin, a drogas .
aislado » plésmido.

Inglaterra RP 1 R 1822 Cyr K/N 5
Inglaterra RP 1-1 R 18-1 c
Inglaterra R 9169 R 91 c, K/N , T
Inglaterra R 6886 R 68 Cy K/N , T
Inglaterra RP 8 Cy ¥/N , T
Japén R 2-72 Cy, S, K
Japén R 38-72 Ty S

Japén R 39-72 T, S

Canad¥ R 931 ST

Canad® R 679 S, Su
Canad® R 1162 Sy, Su
Canad$ R 3108 s, T, Su
Canad4 R 209 S, Su, G
Canadg R 130 S, Su, G
Canad8 R 716 S

Canad$ R 503 S

Canad$ R 5265 S, Su

Parfs R 64 A, C, Su, G, K
Parfs R 40a A, ¥/P, Su

MD99!&2&.91'&&&&‘09Dﬂﬂ‘&ﬂ'lvﬂlD%ﬂﬂDDDHIY&!DF"”DDﬂﬂ'ﬁz&ﬂﬂﬁllﬂpblvgm

Abreviaciones :

C, carbenicilina ; K/N , Kanamicina y Neomicina ; T , Tetracicli
na j; S , Estreptomicina ; A , Ampicilina ; K/P s Kanamicina y -
Paromomicina ; Su , Sulfonamida 3 G , Gentamicinae
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Origen de los factores R -

La capacidad de los plismidos RP para ser residentes de =~
una gran gama de géneros bacterianos, hace que su origen sea de in
terés.,

Estos pl&smidos RP fueron detectados por primera vez en -
infecciones con bacterias entéricas , asociadas a quemaduras en hu
manos e

La informacién hasta ahora disponible (192y 219) no logra

todavfa determinar claramente el origen de estos factoress

Bacteriocinas «—
Las bacteriocinas, son protefnas producidas por bacterias
que tienen efecto letal sobre otras bacteriase

Sustancias de este tipo producidas por Pseudomonas aeru -

ginosa , fueron identificadas primeramente por Jacob (1954) quién-
les dié el nombre de piocina (por lo que la especie 1llevd el nom___

bre de Pseudomonas pyocyanea) « El término aeruginocina es m&s co_

rrecto y ambos t&rminos son aceptados ahora como sindnimose.

Las cepas de esta especie son muy aeruginocinogénicas, la
alta frecuencia de esta propiedad, ha permitido que las aeruginoci
nas sean usadas en la tipificacibh de las cepas .

La produccidén de aeruginocina, puede ser afectada por la-
temperatura de incubacidn de la cepa, por la irradiacién de luz ul
tra violeta y por el tratamiento con Mitomicina C (118 y 156).

Bradley en 1967 (29), propuso la clasificacién de estas -
bacteriocinas dentro de dos tipos (R y S).

Las tipo S, caracterizadas por su sensibilidad a enzimas-
proteolfticas y por la falta de una estructura al ser examinadas -
en el microscopio electrénicoe.

Las tipo R, no son sensibles a enzimas proteolfticas y —
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muestran una estructura al ser examinadas en el microscopio electré
nico; la estructura de este tipo de bacteriocinas tiene la aparien_
cia caracterfstica de los componentes de bacteriofagose.

Las aeruginocinas tipo R han sido m&s extensamente estudia
das. Kageyama y col. (144, 145, 156 y 157), mostraron que esta va__
riedad de aeruginocinas son partfculas similares a las fibras de la
cola de los bacteriofagos, con un tipo de protefna particular que -
tiene un peso molecular de cerca de 1 x 107 daltons. Ishii y col. =
(143) mostraron que la morfologfa de estas aeruginocinas correspon_
de a un doble cilindro hueco, con 1200 4° de longitud y 150 A° de -
difmetro, con un nfcleo (core) y una cubierta contrfctil alrededor—
del nfcleo, la placa basal y las fibras de la cola pudieron obser
varse. El anflisis de las subunidades de la cubierta, ha mostrado que
son capaces de polimerizarse (318).

Estudios sobre la forma de accidn de las aeruginocinas ti_
po R, han mostrado que hay una rfpida inhibicién en la sfntesis de-
RNA, DNA y protefnas; similar a lo que ocurre con la colicina K en-

Escherichia coli y con la megacina C en Bacillus megaterium (121, -

164, 165 y 211).
Ambos tipos de aeruginocinas pueden ser derivados de la =

misma cepa bacteriana, la cepa PAO de 1"seud.omonag._ aeruginosa puede—

producir ambos tipos de aeruginocinas (144).
Es poco lo que se conoce a cerca de las aeruginocinas tipo

s (217).

Bacteriofagos o=

Casi todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa son lisogé

nicas y proporcionan una buena fuente para el aislamiento de fagos

temperados.
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Las propiedades de algunos fagos de Pseudomonas aeruginosa

se muestran en la tabla 2.2

Morfol8gicamente, la estructura de estos fagos es variada-
(63, 73, 82,127, 130, 216, 219, 266, 272, 287, 306 y 312) , asf te_
nemos dos tipos de fagos que utilizan como receptores de adsorcién-
al pili bacteriano: fagos filamentosos de morfologfa icosaedral (e§
férica), con una cola muy corta y poco RNA (PP7) y el fago con cabe
za hexagonal (58nm de difmetro), con cola no contrfctil (con 186 nm
de largo), el cual parece ser @nico, po lo caracterfstico de su es_
tructura.

El &cido nucléico de los fagos DNA de Pseudomonas, es usual
mente una doble hélice, que mide de 6 a 120x 106 daltons.

Un importante aspecto en la clasidicaci8n de los bacterio_
fagos es la propiedad que tienen ciertos fagos para integrarse gené
ticamente en el genoma bacteriano, estableciendo la lisogenia en la
bacteriae.

Los fagos que no tienen esta propiedad son llamados: intem

perados, virulentos o no lisogénicos.
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Tabla 2.2 . Caracterfsticas de algunos fagos de

Pseudomonas aeruginosa e

Acido % de |Virulento |Perfodo |[P.M. del -
Fagol Morfologfa nucléico |G + C |Temperado ilgzgl)te gg- nucléi Caracterfsticas .
Icosaedral (55nm. doble : fago adsorbido, en los extremos
@-NMC| difm. de cabeza) hélice 46 |Temperado | 45 terminales de la bacteria.
cola corta. DNA
Cabeza hexagonal —-| doble
SD1 | difm. 50nm y cola | hélice 53.2 |Virulento
188nm x 6.2nm DNA
Octaedral (52nm. doble 20 = 25 No inducible por U.V., DNA en do
B 3 |di4m. de éabeza), hélice Temperado X 10~ dal] ble hélice y no tiene extremida_
cola 163 x 8 nm cor DNA tons. des cohesivase
3 fibras cortas
Octaedral (58nm. —| doble 38 No inducible por U.V., DNA en do
F 116/ difm. de cabeza,con hélice Temperado x 10° dal| 'ble hélice y no tiene extremida_
estructura y cola | DNA tons. des cohesivase
frigil (79x8 nm) :
doble 38 = 41 No inducible por U.V., DNA en do
o 101 hdisoe Senporads X 10° dal] ble héllc? Yy no tiene exiremida_
tons. des cohesivase.
DNA
La recombinacién por fagos ha si
do demostrada y fago mediador de la
D3 Temperadd conversién antigénica de la superfi

cie bacteriana.
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Continuacién de la tabla 2.2 .

foid 4 de |Virulent Perfodo | P.MM. del
cido nto ; ;
F 1 te |Sc. nucléi Caracteristicas .
g0 Korts ogis nucléico |G + C |Temperado %ﬁ}gﬂ O =
dg:;aidralg 56 nm - . LEstimado
3 gl R eas OBROEaE GO con s . n 120 X No Transductor.
la contrfctil 150 x| hélice Virulento 106 dal
17 nm con 6 fibras.|DNA -
3 tons.
Filk, Pil " ;:i, Vipul Factor sexual no especifico,
PED ilamentosos DNAlce irulento (szs de P. aeruginosa.
d;:;sa;dralg 85 nm Parece mostrar inhibicién de la
W-14 = e o8 e?a aoh Virulento 60 lisis cuando hay superinfeccién.
cola contréctil, —-
140 nm.
Esférica (25 nm una No es usual el aislamiento de fagos
7S | de diémetro) Hélice Virulento RNA de una cepa lisogénica de P.
RNA aeruginosa y sensibilidad de fagos
libres a RNA-asa no es usual.
La multiplicacién del fago en el
Esférica (25 nm | una hich S s 1 el‘
PP 7 de @ifmatro) h&lice Viralento uésped bacteriano favorece la 1i
RNA sis antes que el fago sea liberado.
. Contiene el factor R y R 1822 ,
PRR1 RNA Virulento
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CAPITULO 3

LA BIOQUIMICA EN EL GENERO PSEUDCHMONAS .

Reacciones oxidativas e~

Citocromos .~ Pseudomonas son organismos aerobios, que de
rivan su energfa de reacciones oxidativas;_aunque el nitrato puede
reemplazar al oxfgeno (como: aceptor terminal de electrones) en las
especies denitrificadoras (15, 135 y 159).

Los citocromos han sido reconocidos, principalmente por -
su espectro de absorcién, en todos los extractos de c&lulas o en -
preparaciones de membrana (276).

Se han identificado dos citocromo oxidasas, en Pseudomonas
aeruginosas

Horio y cole en 1961 (134), purificaron y cristalizaron -
una citocromo oxidasa de cultivos que crecieron anaerobiamente, en
presencia de nitrato; la cual mostrd tener una actividad de nitra_
to reductasa, por estar unida a la membrana y contener citocromos—
de los tipos ¢ y d (313 y 314).

A las enzimas con actividades de nitrato reductasa y cito
cromo oxidasa presentes en preparaciones purificadas, se les llamé
citocromo ce= 551. El nitrito es reducido a &8xido nitroso con el -
citocromo c.- 551 , bajo condiciones anaerdbicas.

Una citocromo oxidasa, parcialmente purificada de una ——

fraccién particular de extractos de Pgeudomonas aeruginosa, que —

creci8 de manera aerobia mostrd tener una actividad completamente-
localizada en una pequefia partfcula de la fraccidn obtenida por el
rompimiento de la membrana bacteriana. Esta citocromo oxidasa, con
tiene un citocromo tipo a.l y se asoci8 con el citocromo c.— 552 .

Fue de particular interé&s que la citocromo oxidasa aero___

bia era severamente reprimida por glucosa, mientras que la citocro
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mo oxidasa anaerobia no fue afectada por la presencia de glucosa -
en el medio. Estas dos citocromo oxidasas, pudieron ser claramente
distinguidas por sus diferentes propiedades regulatorias.

Muy poco se conoce acerca del arreglo estructural de los~
citocromos de Pseudomonas en la membrana, de la composicidn y el -
arreglo espacial de la cadena de transporte de electrones. Hay al_
gunos reportes (150 y 267) del aislamiento de complejos enzim&ti__
cos asociados con varios citocromos de Pseudomonas. Entre las pro_
tefnas asociadas con citocromos, esti la azurina una protefna que-—

contiene cobre, fue purificada de Pseudomonas fluorescens y se su_

giere que actfia como un acarreador, entre el citocromo ce-~ 551 y -
la citocromo oxidasa. La secuencia de amino&cidos de esta protefna

fue determinada por Ambler y Brown en 1967 (4).

Nitrato y nitrito -

Pgeudomonas aeruginosa, puede usar nitrato como fnica —=—-—

fuente de nitrégeno para crecer (asimilacién de nitrato), y puede~
también crecer bajo condiciones anaerobias con ciertos compuestos—
de carbono usando aparte nitrato como el aceptor de electrones ter
minal, a condicién de que una vfa actfle comé fosforilacién oxidati
va (respiracién con nitrato).

Para la asimilacién de nitrato, el nitrato se reduce a ——
amonio para ser asimilado dentro de compuestos orgfnicos (233); pe
ro en la respiracién con nitrato, es reducido a nitrito y subsecuente
mente a nitrégeno o a 8xidos de nitr8geno (86).

La pérdida del nitrégeno fijado en el suelo y en los mares
por denitrificacién, ha sido atribufda a la accién bacteriana y —

Pseudomonas ha sido implicada (208).

Oxigenasas o~

La primera etapa en la oxidaci8n de muchos compuestos Pa_
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raffnicos y arom&ticos, es conducida por la accién de enzimas oxi_
genasas, las cuales incorporan directamente oxfgeno molecular den_
tro de la estructura qufmica de los sustratos orginicose

Las reacciones de oxigenasas son altamente exergdénicas y-
nada de la energfa libre liberada, es conservada por formacién de-
enlaces pirofosfato en ATP. Las especies de Pseudomonas usan oxige
nasas para bajar la energfa de estabilizacién de los sustratos que
emplean para crecer y para que el catabolismo de estos compuestos—
sea termodinimicamente irreversible, E1l oxfgeno es un requerimien_
to absoluto para el metabolismo de estos compuestos y no puede ser

reemplazado por nitrato (93, 106, 114 y 244).

Vias catab8licas y su regulacién .-

En lo relativo a las vias catabdlicas y su regulacién, co
mo se indicé en el capftulo 1, la mayorfa de las especies de Pseudo
monas son capaces de usar una gran variedad de compuestos orgéni__
cos como sustratos para su crecimiento. No es probable que todos —
estos compuestos estén constantemente en el medio ambiente natural

Los compuestos dtiles en su crecimiento, son diferentes a
los metabolitos intermediarios comunes de las enzimas induciblese.

La vers&til nutricién de Pseudomonas, refleja la presen___
oia de una cantidad importante de informacién genética especializa

da, que solo ocasionalmente es expresada.

Anflisis fisiol8gico de mecanismos inductores .-

La mayorfa de los sustratos dtiles en el crecimiento de =
este género de bacterias, se usan en series complejas de reacciones
catabblicas; la adicién de un sustrato potencial para el crecimien
to en el medio de cultivo, genera una serie de eventos inductivos,
por ejemplo son expresados los genes estructurales de las enzimas-

catab8licas necesarias para metabolizar dichos sustratose.



27

. Frecuentemente algunas enzimas son inducidas por un solo-
metabolito, tales enzimas estén bajo un control " inductivo coinci
dente ". Controles regulatorios similares participan al lado de —
las enzimas cuya sintesis es dirigida por " induccién coordinada "
con la diferencia de que las velocidades relativas de sfntesis de-
estas enzimas permanecen constantes en todas las condiciones de in
duccién, las enzimas sujetas a este tipo de control forman unida__
des de funcidn fisiol8gica. El grado de induccién de una enzima de
una unidad de funcién fisiol8gica, es una medida precisa del grado
de induccidén de cualquier otra enzima de la misma unidade

El an&lisis de la secuencia catab8lica para 1 = triptofa_
no en diversas especies de Pgeudomonas fluorescentes, ha revelado-
diversos intermediarios bioquimicos, asf como también diferentes -

tipos de controles regulatorios y mecanismos inductivos que gobier

nan la via (26, 166 y 225Q.

Adaptacién simultinea e inductores especfficos e—

El principio de adaptacién simultfnea se basa en la supo__
sicién de que las enzimas catab8licas son inducidas en presencia -
de su sustrato y consecuentemente, que un organismo adaptado a la-
oxidacién de un sustrato dado podrfa oxidar todos los metabolitos—
formados por su catabolismo.

Aunque este principio se ha encontrado con limitaciones,—
las evidencias promovidas por los experimentos basados en &1 son -
considerados como una alta tentativa en la elucidacién de los es__
quemas generales de muchas vias catabSlicas.

La sfntesis gratuita de enzimas, no es debida a la caren_
cia de un inductor especffico. M&s bien productos metabSlicos espe
cificos, estin dotados de una funcién extensa que incluye la induc
cién de enzimase.

Se ha mostrado que hay enzimas que son inducidas por un -
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némero de metabolitos diferentes (115).

Una poca especfficidad en la induccién y en la catflisis-
permite una flexibilidad metab8lica, con la cual se logra que una-
gran gama de compuestos, sean catabolizados por este tipo de enzi_

mas (105 y 113).

Represién por sustratos alternativos y productos metaboli
CcoSe

Un descenso en la velocidad de sfntesis de una enzima ( o
grupo de enzimas), es denominado represién y como mInimo existen -
dos diferentes tipos de control represivo,

Uno de estos es la represidn catab8lica, que en Pseudo-
monas no ha sido completamente elucidado; pero se han llevado a ca
bo algunos estudios detallados sobre la represién de la sintesis -
de amidasa (52 y 273).

La velocidad de sfIntesis es fuertemente influenciada por-
la velocidad de dilucién y &sta a su vez es también incrementada -
por la velocidad de sfntesis de amidasa; pero a velocidades de di_
lucién muy altas, la velocidad de sintesis de amidasa cae a un ba_
jo nivel. Por lo que se concluye que una répida velocidad de cre__
cimiento como ocurre con una velocidad de dilucién alta, est& di__
;ectamente relacionada con una severa represidn catab8lica (53).

La amidasa de Pseudomonas aeruginosa estf sujeta a repre_

sién por varias amidas, las cuales no apoyan el crecimiento. Este-
tipo de represién fue 3lamada represién por amidas anflogas y es -
un efecto de especificidad particular de la protefna reguladora de
amidasa (31).

Un control regulatorio m&s especffico es el de producto -
final o represién de metabolitos, en los cuales los productos de -
las vfas, directamente reducen la velocidad de sfntesis de las en_

zimas que dan acceso a ellos (196).
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Los procedimientos requeridos para la identificacién de -
productos represores no ambiguos, son muy similares a los usados -
para la identificacién de inductores: por modificaciones qufmicas-
del supuesto compuesto represor o por aislamiento de cepas mutan__
tes que no puedan metabolizar el metabolito represor (119 y 280).

Es requisito indispensable para que un metabolito sea con

siderado como represor, que no sea metabolizable,

Regulacién por inhibicién de enzimas .-

Hasta ahora habfamos considerado s8lamente la regulacién-
a nivel de sfntesis de enzimas; pero se ha ido adicionando conside
rable evidencia para apoyar la opinidén de que el flujo catab8lico,
ests fuertemente influenciado por la regulacién de la actividad en
zim&tica en Pseudomonas .

Un ejemplo lo constituye la enzima catabdlica glucosa 6 -
fosfato deshidrogenasa, la cual inicia la vfa catab8lica de Entner
- Doudoroff. Egta enzima es inhibida por altas concentraciones de-
ATP o GTP (177).

Regulacién por sistemas de captacién .-

El metabolismo de Pseudomonas frecuentemente es regulado-
por un control en la captacién de los sustratos potenciales para -
el crecimiento de estos organismos. No es sorprendente que muchos-
de los sistemas de transporte para compuestos que son metaboliza__
dos por enzimas inducibles, sean tambi&n inducibles.

En Pseudomonas aeruginosa se han estudiado sistemas de ——

captacidn para diversos compuestos, algunos de los cuales son indu

cibles (161, 162, 163, 201, 209 y 232).

Vfas convergentes.—
Las vfas convergentes en el metabolismo de un organismo,-

permiten a un solo gen estructural participar en la utilizacién de
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una gama de sustratos diferentes, lo que refleja un eficiente uso-
de la informacidn gené&tica.

Muchos ejemplos de tales vfas convergentes en el catabo___
lismo de Pseudomonas son conocidos: Alcanfor y valina, son utiliza
dos vfa Isobutiril - CoA; Cuatro diferentes carbohidratos y L - hi
droxiprolina, son utilizados vifa X Cetoglutarato. Dos difenoles: -
protocatequato y catecol, representan los intermediarios arom&ticos
finales en el catabolismo de un gran nflmero de sustratos; estos —
compuestos a nivel del /3— cetoadipato enol - lactona de la vfa —
del /SCetoadipato, constituyen el principal sitio de convergencia-

metab8lica en este género de bacterias (60, 103 ¥ 104).

Vias divergentes o~

El catecol puede ser metabolizado por alguna de las tres-—
vias metabdlicas de Pseudomonas ( Fige 3.1 ).

Algunos investigadores han reportado evidencias convincen
tes, de que estas tres vlas pueden coexistir en la misma cepa bac_
teriana ( 39, 83y 254 § .

La vfa "orto", es altamente especffica en catflisis e in_
duccidn. El catecol debe ser convertido a muconato para disparar -
la induccién de la oxigenasa "orto", este mecanismo parece aumen__
tar la especfficidad de induccién porque derivados metilados de ca
tecol no inducen la sintesis de las enzimas "orto". En contraste -
con la oxigenasa "meta', en donde una gama de derivados alguil de-
catecol y el mismo catecol pueden inducir su sfntesis.

La especfficidad catab8lica tolerante de la oxigenasa "me
ta" se refleja en la gran gama de compuestos que median su induc__

cién.

Genes acoplados para enzimas catabdlicas o=

La evolucidn y el mantenimiento de las secuencias catab8
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licas de Pseudomonas, requieren mecanismos para el desenvolvimien_
to y conservacién de muchos genes diferentes en la poblacidn natu_
ral., Se tiene una considerable cantidad de evidencias que mues____
tran que mucha de la informacién gen&tica, para el vasto catabolis
mo de estos organismos es poselda sSlamente por una fraccién de ——
las cepas representativas; esta informacidn puede ser transferida-
de un organisme a otro por transduccidn o conjugacién.

Las translocaciones que favorecen el agrupamiento de genes
estructurales, relacionados estrechamente con funciones catab§licas
operan como unidades de funcién fisiol8gica (sujetos a induccidén -
coincidente). En algunas ocasiones, los genes para funciones cata_
b8licas estin contenidos en plé&smidos, gue pueden ser transferidos
(70 v 247).

Fig. 3¢1 Reacciones divergentes, en el catabolismo de -

catecol en especies de Pseudomonas e
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Vfas biosintéticas y su regulacidn .-

Casi todas las especies de Pseudomonas, son no exigentes-
v capaces de crecer en medios de cultivo con sales simples que con
tengan sales de amonio como fuente de nitrégeno y alguno de los mu
chos compuestos orgfnicos, que pueden utilizar como fuente de car_
bono.

Estos organismos est&n capacitados para sintetizar amino_
gcidos, nucledtidos purina y pirimidina y todos los componenties cg

lulares esenciales.

Arreglos de genes para las vIas biosintéticas .~

En lo relativo a las vfas biosintéticas, pueden reconocer
se dos tipos de control: regulacién de la actividad enzimitica me_
diante una inhibicidn por retroalimentacién y regulacién de la sin
tegis enzim&tica por represidn del producto final.

En Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida, se ha en_

contrado que los genes para cada una de las enzimas de las vlas —
biosint&ticas investigadas, estin m&s esparcidos que los correspon

dientes para las enzimas de BEscherichia coli €78 y 197).

BEs ahora aceptado que el arreglo esparcido de genes bio__

sint&ticos que fueron encontrados en las especies de Pseudomonas -

ya mencionadas, también ocurre en otras bacterias tales como -

Acinetobacter por lo que no debe ser considerado como excepcional

(258).

Mutantes reguladoras y uso de metabolitos anflogos <=
Las mayores diferencias entre las especies de Pseudomonas

y Enterobacteriaceae, fueron encontradas en los patrones de regula

cién de la actividad enzim&tica y en la sfntesis de enzimase
Los m&todos cl&sicos para estudiar la regulacidén enzim&ti

ca, dependen de la comparacién de cepas naturales tipo con mutan__
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tes reguladoras seleccionadas por su resistencia a la inhibicién -~
del crecimiento por el empleo de metabolitos anflogos. Esto no ha-
tenido un &xito completo con las especies de Pseudomonas, las cua_
les son notoriamente resistentes a metabolitos an&logos, drogas y-
antibiéticos (161, 162 y 303).

En algunos casos pueden encontrarse diferencias en la sen

sibilidad a anflogos entre las especies de Pseudomonas (41);

Regulacién de la actividad enzim&tica .-

La regulacién de la actividad enzimitica, normalmente se-
lleva a cabo por un control de inhibicién por retroalimentacién de
una o mis enzimas de la via biosintética y puede reconocerse ripi_
damente por la cesacién del crecimiento, cuando un anflogo no meta
bolizable se adiciona al cultivo disminuyendo la accién del produc
to final. La importancia fisiol8gica de la inhibicidn del creci__
miento por un an#logo, se demuestra porque la inhibicién lograda -
por el anflogo puede ser llevada a cabo por el producto final, el-
anflogo no debe ser capaz de sustituir la sfntesis del producto fi
nale. Estudios en Pseudomonas indican que patrones de inhibicién —
por retroalimentacién en las vfas biosintéticas, han demostrado —
que son efectivos para la economfa celular y caracterfsticos del -

género (54, 64, 147 y 148).

Regulacién de la sintesis de enzimas .=

En BEscherichia coli la sIntesis de enzimas biosintéticas,

es normalmente reprimida en presencia del producto final y puede -
ser considerada como un control que tiene efectos en la economfa -
celular por la conservacién de energfa y sustratos que pueden ser-
necesarios para la fabricacidn de enzimas; mientras que la inhibi_
cién por retroalimentacién promueve un control fino, el cual res__

ponde rApidamente a aambios en la concentracién de los productos -



finales o
Pocos de estos efectos han sido observados en Pgeudomonas,

esto podrfa deberse a alguno de estos puntos:

a)e~ Porque las enzimas biosintéticas de Pseudomonas no -
son regulables por represién.

b)e~ Porque la regulacién de la represién, es tan eficien
te que no puede ser interrumpida por los m&todos aplicados a ————

Escherichia coli .

¢)e~ Porque la regulacién muestra diferentes patronese.

Una diferencia en las actividades enzim#ticas de cepas na
turales tipo que crecieron en medios diferentes, puede interpretar
se como represidén o derrepresién de sfntesis enzim8tica en presen_

cia y ausencia del producto final de la via (142).
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CAPITULO 4

ATSLAMIENTO E IDENTIFICACION DE PSEUDOMONAS aeruginosa

DE FUENTES CLINICAS.

Pseudomonas aeruginosa, se multiplica r&pidamente en los-~

medios de cultivo, produciendo generalmente colonias, pigmentos y-
olor caracterfsticose.

Es una de las especies bacterianas m&s f&cilmente aislada
e identificada en especimenes clinicos, tales como: heridas, exuda
dos, pus, orina, etc. o En estas situaciones, otras especies de --
Pseudomonas son raramente encontradase.

El muestreo bacteriol8gico del medio ambiente inanimado -
(superficies, soluciones, etc.) se requiere a veces para estudios—
epidemiolégicos, por ejemplo cuando se intenta rastrear la fuente-
de un brote de infeccién. De estos sitios también es generalmente-
f2cil su aislamiento, aunque es probable que otras especies de —-
Pseudomonas fluorescentes estén presentes y puedan ser confundidas
a menos que se realicen pruebas confirmativas cuidadosase

Una pequefia proporcidn de cepas de Pseudomonas aeruginosa

son atfpicas en la forma de las colonias o en la produccién de los
pigmentos caracterfsticos. Son por lo tanto apropiados métodos es_
peciales para el aislamiento de fuentes clfnicas, donde estos orga
nismos presentan un especial riesgo infectivo para el paciente.

En la Bacteriologfa clfnica es usual la inoculacién de eg
pecfmenes de heridas y de diversas fuentes, en agar sangre y en me
dio lfquido, con la adicién de medios selectivos o enriquecidos pa
ra la deteccidén de organismos particularess

Sin embargo, si Pseudomonas aeruginosa es tIpica y abundan

te, en forma normal es identificada sin dificultad en medios sim__

ples .
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Mé&todos de aislamiento y deteccién o~

El aislamiento del microorganismo de fuentes clfnicas, ha
sido facilitado por el uso de medios selectivos que contienen ce__
trimida en una concentracién de 0403 % (193)s Un criterio dtil pa_
ra su deteccién, es el reconocimiento de la fluorescencia caracte_
rfstica, amarilla - verdosa § azul - verde que presentan estos or_
ganismos cuando se examinan los cultivos en agar sangre o en medios
selectivos con una l&mpara de luz ultravioleta (190).

Estos m&todos han sido mejorados por el uso del medio B -
de King (168), el cual realza la produccién de fluorescefna con la
base de agar cetrimida (35), por el reconocimiento de la fluores__
cencia de los cultivos bajo una l&mpara de luz ultravioleta en un-
gabinete adecuado (194) y por el desarrollo de un medio que contie
ne 0.2 mge de cetrimida y 15 mg. de 4cido nalidfxico por mililitro
de base (97 y 179) el cual es m8s selectivo y menos inhibitorio pa
ra Pseudomonas aeruginosa que el medio que contiene 0,03 % de ce_
trimida. E1 cloroxilenol, ha sido usado también en los medios de -
cultivo como un agente selectivo (99).

Se 1lev8 a cabo un estudio comparativo de cuatro medios -
selectivos para el aislamiento de Pseudomonas, con los siguientes-
medios: agar Dettol (cloroxilenol), agar Scido nalidfxico - cetri_
mida y dos agares que contienen cetrimida recomendados por British
Pharmacopoeia 1973 y por United States Pharmacopoeia,,19th ed. 1975

Los dos primeros medios de cultivo sirven para el aisla__
miento de pequefios nfimeros de bacteriase

El resultado de este estudio mostr8 que el agar Dettol, -
es mejor que los agares que contienen cetrimida para el aislamien_

to de Pseudomonas aeruginosa, puesto cue los resultados indican —

que en este agar fueron detectadas m&s cepas (112).
Ha sido desarrollada como técnica de deteccidn inmediata-
en infecciones severas de quemaduras expuestas, la fluorescencia -

bajo irradiacién con luz ultravioleta (236).
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En un cultivo mixto, colonias altamente fluorescentes no-
deben ser asignadas a Pseudomonas, porgue la fluoresceina difunde-—
r&pidamente a través del medio y puede ser absorbida por las colo_
nias vecinas, las cuales quedan brillantemente fluorescentes, por-
ejemplo este fendmeno se presenta con cultivos mixtos en los que =

se encuentran Pseudomonas aeruginosa, BEscherichia coli, Proteus sp

y otras especies (137). La deteccién de Pseudomonas aeruginosa en-

cultivos mixtos, también se ha llevado a cabo en base a la produc_

cién de piocianina en agar leche (32).

Identificacién .-

El crecimiento bacteriano a partir de fuentes clfnicas, -
muestra fluorescencia azul — verde 8 amarillo - verdosa después de
18 —= 24 horas de incubacién a 37°C. en agar cetrimida & en agar —
f£cido nalidfxico - cetrimida; casi todas las cepas de Pseudomonas-—
aeruginosa presentan en estos medios fluorescencia.

Es a menudo necesario confirmar, que una cepa de Pseudo-

monas fluorescentes es Pgseudomonas aeruginosa, especialmente en esg

tudios epidemiolégicos de las cepas aisladas del medio ambiente —
inanimado, una gama relativamente pequeila de pruebas para la carac
terizacién taxonémica del miqroorganismo en estudio son las apro__
piadas para este préposito y son discutidas por Colwell R.R. (57)-
y Liston y col. (180).

Quiz& las m&s fitiles son:

le.~ Produccién de piocianina em el medio modificado de —
Sierra (301), en el medio A de King (168) & en el agar leche (32)-
en el cual también se muestra la hidrélisis de caseina llevada a -
cabo por este microorganismo. Cerca del 90 % de las cepas producen
un pigmento no fluorescente azul, soluble en cloroformo cuando cre
cen en estos medios especiales, otras especies de Pseudomonas no -

producen este pigmentoe.
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24— Oxidacién de gluconato y produccién de la capa visco_
sa extracelular en un medio lfquido que contiene gluconato de pdtg
sioe.
3.- Crecimiento a 42°C.
4.- Reduccién de nitrato a nitrSgeno gaseosoe.
5.—~ Crecimiento con produccién de colonias rojes en agar-

cloruro de tetrazolio al 1% (263).

En adicién a estas pruebas especIficas, existen otras ———
pruebas para todo el género Pseudomonas que son apropiadas para es
tudios detallados, especialmente la reaccién de oxidasa (170), el-
metabolismo oxidativo de glucosa (136) y la reaccién dihidrolasa =—
de arginina (296).

Phillips (231) ide§ un esquema para el aislamiento e iden

tificacién de Pseudomonas aeruginosa, dentro de 24 a 48 hrse. la ——

gran mayorfa de las cepas son identificadas por produccién de pio_

cianina.

Tipificacidn de cepas o=

Pseudomonas aeruginosa puede ser subdividida por m&todos-—

de tipificacién serolSgica, tipificacién por fagos 6 tipificacién-
por bacteriocinas (piocina & aeruginocina ) .

La tipificacién de cepas es esencial en estudios epidemig
18gicos, un solo m&todo no da mucha informacidén como la que se pue
de obtener por combinaciones de por lo menos dos m&todos; la combi
nacién entre los m&todos de tipificacién por fagos y la tipifica___
cién serol8gica & la tipificacidn por bacteriocinas resulta m&s —
conveniente que la combinacidn entre los m&todos de tipificacidn -
serolbgica y tipificacidn por bacteriocinas; debido a la estrecha-

correlacién gque muestran estos m&todos (59).
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Tipificacidn por fagos .-

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa pueden ser tipifica__

das en base a su capacidad lisogénica 8 a su sensibilidad frente a
un equipo de fagose

Los m&todos para tipificacién por fagos con prdpositos ——
epidemiolégicos fueron iniciados hacia 1960 (99, 100 y 238).

A partir de esta fecha, muchos han sido los investigado__
res que han tratado de constituir equipos de fagos (1fticos 6 lisg
génicos) con el fin de obtener un mayor procentaje de cepas tipifi
cables (19, 20, 21, 22, 198, 226, 271 y 283).

Hay que hacer notar que el mayor porcentaje de cepas tipi
ficables (955 %), fue reportado en Noruega por Bergan (22). Quién
con el objeto de establecer condiciones de estandarizacién en la -
tipificacién y reducir al m#ximo la proporcién de cepas no tipifi_
cables, seleccion§ de 113 fagos disponibles internacionalmente y -
que han sido usados por otros investigadores, un equipo de 24 fa__
gos tipificadores (19 de los cuales constituyen el equipo primario
y 5 el equipo auxiliar). La eficiencia del nuevo equipo sobre los-
equipos previos, indicé algunos incrementos en la proporcién de ce
pas tipificables (95.5 %) y arriba de 240 espectros lfticos fueron
encontrados con el primer equipo.

Hay una falta de reproducubilidad en patrones 1fticos de-
fagos cuando las cepas son probadas en varias ocasiones, en unos -
pocos dfas § después de un almacenamiento de unos cuantos meses §—
cuando es tipificada por diferentes observadores (23, 25, 271 y —
283).

Cuando se probaron cultivos de cepas liofilizadas, las va

riaciones en la tipificacién por fagos fueron m&s extensas (25).

Tipificacién serolfgica -

Algunos investigadores han desarrollado esquemas para la-
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serotipificacién del microorganismo en estudio, lo cual permite ——
una diferenciacién entre las cepas de la especie.

Los esquemas m&s frecuentemente usados son el de Verder y
Evans (299) y el de Habs (107), en los que se emplean técnicas de—
aglutinacién - absorcidén respectivamente.

Muraschi y col. (206) correlacionaron estos dos esquemase.
Fisher (87) public8 todavia otro esquema para la diferenciacién de
estos organismos a nivel de subespecies, sobre la base de los tam_
bién llamados antfgenos protectores. Hanessian y cole (111) repor_
taron que estos antfgenos protectores, preparados por extraceidn -
con &cido tricloroacético y precipitados con alcohol, consistfan -
de un gran polisacirido y protefna. La parte de los polisac8ridos-
responsable de la especificidad del antfigeno ™ O " estf localizada
en la fraccién del alto peso molecular del polisacfrido, obtenida-

despuds de una hidr8lisis con Acido ac&tico (50).

Tipificacién por bacteriocinas =

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa pueden ser tipifica__

das por su capacidad piocinogénica & por su sensibilidad a pioci___
nase

Una importante ventaja de la tipificacién por piocinas es
su simplicidad con respecto a la tipificacidn por fagos y a la se_
rologfa, en las cuales se requiere mantener una adecuada gama de —
fagos § de antisueros, respectivamente.

Gillies y Govan (95) desarrollaron un mé&todo para eviden_
ciar la piocinogenicidad, el cual requerfa que la cepa a probar se
inoculara mediante un rayado en la placa de agar nutritivo, a las-
14 - 18 hrs. de incubacidn a 32°C. y €l crecimiento bacteriano se-
eliminaba y la superficie del agar se exponfa a cloroformo para na
tar a les bacterias residuales. Posteriormente, se inocularon ce__

pas indicadoras (para detectar la produccién de piocina) mediante—
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un rayado sobre la superficie de la placa de agar nutritivo, en &n
gulos rectos a la inoculacién original continufndose la incubacién
durante 8 - 18 hrs. a 37 Ce »

Si son producidas piocinas por la cepa de prueba se difun
den en el medio durante el primer perfodo de incubacidn y ejercen-
su actividad inhibitoria sobre la cepa indicadora durante el subsg
cuente perfodo de incubacién. El tipo de piocina de la cepa proba_
da se reconoce por los patrones inhibitorios producidos en los in_
dicadorese

Se han hecho modificaciones a este m&todo bfsico, una ven
taja es el hecho que el antibidtico Mitomicina C, induce la produc
cidn de piocina (156).

Ha sido reportado (79 y 297) que el perfodo de incubacién
cuando se induce la produccién de piocina, puede ser considerable_
mente acortado (6 hrs. a 32°C.) con respecto al perfodo correspon_
diente (14 - 18 hrs. a 32°C.) del mé&todo anterior.

Se encontré también que la induccién con Mitomicina C per
mite la tipificacién de cepas que no cueron tipificables por los -
procedimientos de Gilles y Covan. Esto tiene una considerable ven_
taja en los procedimientos rutinarios de tipificacién con préposi_
tos epidemiol8gicose.

Con el fin de poder llegar a tipificar el mayor porcenta_
je de cepas, algunos autores han empleado diferente nfmero de ce__
pas indicadoras, con las que se ha obtenido al mismo tiempo dife__
rencias en los tipos de piocinas que se han reportado (18, 61, 95,
300 y 319). A este respecto Gilles y Govan usando 8 cepas indicado
ras para tipificar 3227 cepas, encontraron que el 88 % de las ce___
pas son tipificables dentro de 36 tipos de piocinas;'La reproduci_
bilidad de los patrones de piocinogenicidad por los procedimientos
de estos autores, es buena. Un hecho que confirma esta aseveracién

es el siguiente: cepas que estuvieron almacenadas durante dos afios,
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dieron el mismo patrén de piocinogenicidad que el que se obtuvo an
tes de su almacenamientoe.

Govan y Gillies (100) desarrollaron un esquema de tipifi_
cacién, que es @til al buscar las fuentes de infeccién en el medio
ambiente hospitalario (295).

Se ha investigado también una técnica de utilizacién si___
multinea de piocinogenicidad y sensibilidad a piocina para la tipi
ficacién (79).

La tipificacién por piocinas, ha sido extendida a cepas -

mucoides de Pseudomonas aeruginosa (309). Estas cepas tienen una -

importancia particular, porque son comunmente asociadas con la fi_
brosis qufstica del pAncreas en los nifios. Aunque inicialmente no-
pudieron tipificarse por los m&todos estandar (95), las cepas mu__
coides pueden ser tipificadas ahora después de la induccién con Mi
tomicina C; en medios .de cultivo lfquido se requiere que el culti_
vo sea lisado, para poder ser probado frente a indicadores estfn___
dar.

La importancia de las cepas mucoides, se sitfa en el hecho
de que se encontraron simultfneamente cepas mucoides y no mucoides
en el mismo paciente, en algunos casos ambas cepas tienen el mismo
tipo de piocinas, lo que sugiere que son variantes de la misma ce_
Pa y que el derivado mucoide tiene propiedades pat8genas particula

res relacionadas con los factores clfnicos de la fibrosis qufsticae
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CAPITULO 5

INFECCIONES CAUSADAS POR Pseudomonas aeruginosa.

Las infecciones clfnicas causadas por Pseudomonas aeru-

ginosa incluyen: infecciones locales de heridas (especialmente que
maduras), del aparato urinario, del aparato respiratorio, del in__
testino, de los ojos y de los ofdos, e infecciones generalizadas -
(septicemia), que aparecen primero como infecciones locales en pa_
cientes con un mecanismo de resistencia deteriorado lo que permite
el desarrollo de focos metastisicose

Bn algunos pacientes con infecciones locales, la enferme_
dad general puede ocurrir sin evidencias de una toxemiae Se han -
descrito las caracterfsticas clfnicas y los factores patol8gicos -
de infecciones invasivas (241, 275 y 291).

Los organismos invaden las paredes de los pequeilos vasos-—
sangufneos, produciendo arteritis inflamatoria y trombosis con ——-
oclusién arterial desarrollando pequefias 4reas de necrosis (infar_
tos).

A veces ocurre que la infeccidn generalizada (septicemia)
permite el desarrollo de focos caracterfsticos de lesiones emb81i_
cas, apareciendo primero como m&culas o pipulas que incrementan su
tamafio, endureciéndose y desarrollando un centro negro necr§tico y
hemorrfgico del cual puede obtenerse un crecimiento abundante de -

Pseudomonas aeruginosa en un cultivo. Cuando estas lesiones son su

perficiales, comfinmente terminan por ulcerar la piel.

Los focos hemorr&gicos y las fIlceras profundas " ectimas"
son muy caracterfsticas de septicemias por Pseudomonas, sin embar_
2o no se encuentran en todos los casos de tales infecciones.

La leucocitosis neutrofflica y la pirexia estfn tIpicamen

te asociadas con infecciones pidgenas y a menudo se encuentran en-
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pacientes con sepsis por Pseudomonas, en algunos casos quizi es de
bido a la coexistencia de infecciones estafilocéccicase.

Las sepsis por Pseudomonas son mejor caracterizadas por -
una reduccidn en la cantidad de leucocitos, la cual puede manifes_
tarse por una leucocitosis neutrofflica inicial, otros factores —-—
caracterfsticos scn: hipotermia que se presenta después de una pi_
rexia inicial, cafdas sfibitas de la presién sangufnea, anuria e —
fleo paralftico.

Mientras que algunas infecciones por cocos, se asocian -
comfinmente con confusidn mental, el estado mental de los pacientes
con septicemias por Pseudomonas es generalmente claro (235).

El pronéstico para pacientes que desarrollan septicemia -
por Pseudomonas es malo. Algunos autores han reportado una muy al_
ta mortalidad, algunas veces el 100 % (178), otros han reportado -
proporciones variables de supervivientes (154).

Es invariable que cuando se emplean antibiéticos con una-
alta actividad contra bacterias, en casos en los que no se Justifi
ca un espectro tan amplio y posteriormente se diagnostica una sep_
ticemia por Pseudomonas, el tratamiento puede fracasar si se emple
an antibiéticos con el mismo espectro que los utilizados primera
mente (154). Un signo caracterfstico, que puede aparecer en infec_

ciones invasivas severas por Pseudomonas aeruginosa es verdoglobi_

nuria, la cual consiste en la excresién de un pigmento fluorescen_
te verde derivado de la hemoglobina en la orina, que puede ser cla
ramente diferenciado de los pigmentos fluorescefna y piocianina —
(281).

Patogénesis

Infecciones en animales -
Cambios patolégicos similares a los encontrados en infec

ciones invasivas humanas, pueden obtenerse por la inoculacidn de -
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cultivos de Pseudomenas aeruginosa en animales, las inyecciones in

travenosas e intraperitoneales de cepas virulentas en ratones, ———
muestran un r&pido desarrollo de septicemia, debido a lo cual los-
animales mueren entre las 24 a 48 horas siguientes a la inyeccién.
Con pequefias dosis intravenosas, se puede lograr una infeccién pro
gresiva, la cual est& caracterizada por abscesos mdltiples en loé—
rifiones de los ratones sujetos a estos experimentos (96).

Se obtuvo una infeccién progresiva con un desarrollo gra_
dual de los signos caracterfsticos (pérdida de peso, pirexia segui
da de una hipotermia, lesiones locales en rifiones, hfgado, bazo y-
por fltimo septicemia) que permitid la muerte en un perfodo de 3 a
10 dfas, después de la inoculacién en quemaduras hechas en ratones
y ratas, con una cepa virulenta de Pseudomonas aeruginosa (154, ——
291, 292, 293 y 302).

En conejos la inyeccién intradérmica, permite el desarro_

1lo de una gran lesién papular o pustular con cambios histolégicos
caracterfsticos pero sin producir la muerte a los animales (89).

Teplitz (291) inoculé cepas de Pseudomonas aeruginosa en-—

las quemaduras que ocupaban el 20 % de la superficie total del cuer
po de unas ratas; cerca del 90 % de los animales murieron durante-—
los 15 dfas posteriores a la inoculacién. Las autopsias ejecutadas
inmediatamente despu8s de la muerte mostraron al microorganismo en
los cultivos hechos de sangre, bazo e hfgado; el 85 % de las ratas
desarrollaron lesiones sépticas metastésicas, ademfs de lesiones -
hemorrigicas y necr8ticas en los pulmones, higado, rifiones y bazo.
Los cambios histopatolégicos incluyeron una infiltracién-
densa y adventicia del medio, con bacilos Gram negativos en arte__
rias y venas (vasculitis por Pseudomonas) y dobleces perivasculares
de arterias y venas debidos a agrupamientos estrechos de bacilos.
La perivasculitis bacilar. En las grandes arterias se ——

presenta una barrera a la penetracién bacteriana, debido al fuerte
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confinamiento que ejerce la membrana el&stica externa y la membra_
na basal del vaso, pero la mayorfa de los vasos con los que estf -
involucrada la perivasculitis bacilar, son pequeflos y sin membrana
elistica externa. La colonizacién de las paredes de los vasos, es—

una etapa preliminar hacia la invasién del torrente sangufneo.

Virulencia »=

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa varfan grandemente en

su virulencia para los ratones como lo muestran las diferentes ---—
Ib5o para las inyecciones intraperitoneales 8 por la mortalidad de
los ratones, en los que se inocularon cultivos a una pequeiia quema
dura reciente.

Por t8cnicas recientes se ha mostrado que algunas cepas -
(en dosis de cerca de T x 108 bacterias), causan la mortalidad del
70 al 80 % de los animales de un lote, por septicemia; mientras —
que otras cepas no incrementan la mortalidad anterior cuando se en
cuentran en quemaduras en ratones no infectados con la cepa ante__
rior (154). Cepas reportadas como avirulentas cuando se inocularon
en quemaduras, fueron capaces de causar la muerte de los ratones -
cuando se desarrollaron abundantemente en las heridas (151).

Cepas aisladas del moco bronquial de pacientes con fibro_
sis qufstica del p&ncreas 6§ con bronquiectasia, a menudo producen-
colonias mucoides que pueden ser capsuladas (48 y 65). Las varian_
tes mucoides usualmente emergen de los bronquios de pacientes que-
primeramente fueron colonizados por colonias rugosas tfpicas de —

Pseudomonas aeruginosa (67).

La virulencia bacteriana es realzada por la posesién de -
una envoltura mucoide, la cual protege a estos organismos contra -
la fagocitosis y los antibibticos. Es comfin sin embargo, que las -
cepas virulentas que causan infecciones en quemaduras produzcan co

lonias no mucoidese =
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Factores téxicos -

Las cepas del microorganismo en estudio producen una gran
variedad de toxinas extracelulares, algunas de las cuales contribu
yen para la patogenia de estas bacterias,

Liu y sus colegas (T, 181, 183, 185, 186, 187 y 188) han-
estudiado el papel de varias fracciones obtenidas de cultivos, con
cluyendo que este microorganismo se diferencia de otros bacilos —
Gram negativos en la actividad patolégica de sus productos extracg
lulares. En particular, la patogenicidad en las bacterias Gram ne_
gativo ha sido adscrita a endotoxinas, sin embargo Pseudomonas —
aeruginosa siendo un bacilo Gram negativo es la excepcién, puesto-
que las toxinas extracelulares son m#s téxicas que sus lipopolisa_
c4ridos (endotoxinas).

Entre las enzimas extracelulares se cuentan las enzimas =
proteolfticas, el material designado como proteasas parece no ser-
una entidad simple, sino una mezcla; El flufdo sobrenadante de un-
cultivo generalmente contiene dos o tres proteasas, que pueden ser
separadas por m&todos ffsicos (203), generalmente licuan la gelati
na, clarifican la leche y disuelven la elastina y fibrina; su acti
vidad como colagenasas no es la clésica puesto que atacan el pépti
do terminal de la colagena natural y liberan amindfcidos y pé&pti__
dos de este sustrato, en vez de liberar hidroxiprolina (213).

Las enzimas proteolfticas pueden ser producidas en altas-
concentraciones en los medios de cultivo que no contienen glucosa—
y su actividad se incrementa en presencia de &cido l&ctico, el —-—
cual tiende a acumularse en los tejidos dafiados (155).

Carney y Jones (44) estudiaron las propiedades biolégicas
de los filtrados de cepas virulentas y no virulentas, en base a su
toxicidad, actividad enzim&tica y a sus propiedades inmunolégicas,
mostrando que se produce una mayor actividad proteolftica por par_

te de las cepas virulentases
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La inyeccién de proteasas de Pseudomonas aeruginosa den__

tro de la piel de animales, induce la formacién de lesiones hemo__
rr&gicas en unos pocos minutos y en casi 24 hrs. estas lesiones se
hacen necr8ticas (182). Las enzimas proteolfticas producidas son -
responsables de la destruccién del tejido corneal cuando los ojos—
son infectados por este microorganismo (171), asf como también de-
las hemorragias dentro de los 8rganos internos, en particular de -
los pulmones, en las infecciones sistémicas (85).

Sin embargo, los efectos de las proteasas son muy locali_
zados y no tienen por sf mismos propiedades letales (204, 205 y —
66) pero pueden determinar el grado de wirulencia, por ser un fac_
tor importante en la invasién de los tejidos por estas bacteriase

La produccién de sustancias hemolfticas por Pseudomonas -
aeruginosa fue demostrada en 1900, pero la naturaleza del sistema-
involucrado fue determinada hasta mediados de 1960 por Kurioka y -
Liu (173).

Se sabe que las cepas producen dos sustancias hemolfticas,
una termolfbil, la cual es una fosfolipasa C que libera fosforil -
colina de lecitina (74) y la otra es termo-resistente y es un gli_
colfpido. Las dos sustancias son producidas concomitantemente en -
un medio ambiente con un alto contenido de carbohidratos y un bajo
confenido de fosfato (181).

El glicolfpido funciona como detergente en la solubiliza_
cién de fosfolfpidos, de aqul que realce la actividad de la fosfo_

lipasa C (173). La produccién de &sta por Pseudomonas aeruginosa ,

es inhibida por varios fosfatos inorgfnicos y orgfnicos, esto es -
fnico para esta especie (181).

Una preparacién purificada del glicolfpido, muestra que =
esta sustancia no es extremadamente t8xica, puesto que se requieren
cerca de 5 mg para matar a un ratén (270). Cuando una preparacién-
de la fosfolipasa C se inyecta dentro de la piel de animales, en -

aproximadamente 24 hrs. se produce un absces y rodeado -

0 central
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por una frea de enrojecimiento e induracidn (182). La inyeccién de
la misma por vfa intraperitoneal produce necrosis hepftica, ademis
de edema pulmonar (186).

La fosfolipasa C tiene un lugar importante en la patogéne
sis de la neumonfa. Las membranas alveolares estfn cubiertas con -
una sustancia llamada dipalmitil lecitina, la cual es un agente ——
tensoactivo que impide la adherencia de las superficies internas de
los alvéolos, con lo que se previene la atelectasia. El principal-
componente de este agente tensoactivo es la lecitina, por lo tanto
la produccién de fosfolipasa por un microorganismo infectante, se-
refleja en la destruccién de este agente con la consecuente atelec
tasia (186).

Pseudomonas aeruginosa produce pequefias cantidades de &ci

do cianhfdrico, en el medio de cultivo y en los cuerpos de anima__
les (47) siendo inverosfmil que este producto alcance niveles t8xi
cos durante las infecciones in vivo de animales y de humanos; el -
cianuro producido en la colonizacién de extensas quemaduras, puede
contribuir algunas veces al total de los efectos patogénicos, sin-
llegar a ser un factor determinantes

Con respecyo a la piocianina, se ha mostrado que tiene —
efectos t8xicos en los cultivos de fibroblastos y en las c&lulas -
epiteliales. La concentracién de piocianina responsable de la ne__
crosis de las células epiteliales es muy pequefia, tante que es co_
mn encontrarla en el exudado de quemaduras infectadas; pero esta-
concentracién de piocianina, es capaz de interferir en la acepta__
cién de los injertos de piel que es necesario efectuar en los pa___
cientes que han sufrido extensas gquemadurase.

Otro aspecto que debe ser considerado, es la capacidad —
que tienen los pigmentos para suprimir la flora bacteriana y reem_

plazarla por Pseudomonas aeruginosa, hecho que es comfin en las in_

fecciones crénicas (186).
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La capa viscosa extracelular de la superficie celular de-
esta bacteria, estf constituida por polisaciridos (33), los cuales
tienen probablemente una funcién similar a la de los polisaciridos
capsulares de los bacilos Gram negativos (evitan la fagocitosis e-
incrementan la virulencia)(262 y 265). Sin embargo esta capa visco
sa no se encuentra firmemente unida a la superficie celular (187),
su toxicidad varfa considerablemente de una preparacién a otra y -
las fracciones purificadas de los polisac&ridos generalmente no —
son t8xicas (2). La toxicidad de la capa viscosa cruda, probable__
mente refleja la presencia de exotoxinas (186).

Liu (182) efectud el aislamiento de la cepa PA 103, en su
affn por encontrar una cepa no proteolftica que produjera lecitina
sa. Bsta cepa mostrd ser letal para el ratén cuando se aplicé por-
vfa intraperitoneal, los ratones murieron entre las 4 y 6 hrs. pos
teriores a la inyeccién, por lo que se sugirié necesaria la forma_
cibn de toxinase

La toxina letal aislada fue destrufda por calentamiento a
70°C, durante 15 min. y por exposicién a tripsina; adem&s mostr§ -
ser inestavle a pH menores a 7 . En base a los datos disponibles -
se'concluye que :

le~ No existe relacién entre los antfgenos som&ticos de-

este microorganismo y la toxina.

2.~ Su produccién no involucra autolisise.

3.~ La posibilidad de ser de naturaleza protefca es muy -

altae.

Liu en 1973 (185), designa a la toxina letal producida —-

por la cepa PA 103 de Pseudomonas aeruginosa como exotoxina A. Un

mfinimo de dos o tres serotipos de esta exotoxina pueden ser produ_
cidos por este microorganismo, los cuales se han designado con las

letras B y C , pero debido a su inestabilidad no han sido caracte_

rizados (186),
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Bjorn y cols (27), efectuaron un estudio sobre la produc_
cién de la exotoxina A en varias especies de Pseudomonas con el si
guiente resultado: la mayorfa de las cepas que fueron aisladas de-
pacientes con infecciones del aparato urinario, heridas y septice_
mia (90 % de 111 aislamientos) fueron capaces de producir exotoxi_
na A y raramente o nunca fue detectada la produccidn de esta exotg
xina en otras especies de Pseudomonas que no fueran aeruginosa.

Vasil y cols (298), mostraron que la exotoxiha A es produ
cida como una sola cadena polipeptfdica, con un peso molecular de-
" 75,000 " daltons. El punto isoeléctrico de esta protefna estf a
un pH de 5.1 , el nitré8geno terminal corresponde a arginina y con_
tiene en su estructura cuatro puentes disulfuro (176).

La exotoxina A, es producida como una proenzima t8xica ——
que carece de actividad enzim&tica; la actividad de adenosina 5' -
ribosil difosfato transferasa, se manifiesta cuando la molécula se
desnaturaliza y se reduce, 8 cuando se divide por la accibn de las

proteasas de Pgeudomonas aeruginosa produciendose un fragmento en

zim&ticamente activo (fragmento a) el cual tiene un peso molecular
de " 27,000 " daltons y una protefna que tiene un peso molecular -
de " 45,000 " daltons que ha sido identificada como el fragmento b
de la exotoxina, el cual es enzim&ticamente inactivo. Por lo que -
se concluye que la exotoxina natural (proenzima) como tal, es in__
dispensable para que se manifieste la toxicidad; asf como también-
es requisito indispensable que ocurra un rearreglo estructural, pa
ra que se manifieste la actividad intracelular (298).

La exotoxina A inhibe la sintesis de protefnas en mamffe_
ros, por el mismo mecanismo que la toxina diftérica (138 y 139) am
bas toxinas catalizan la transferencia de la porcién adenosina 5%-
ribosil difosfato (ADP) del nicotinamida adenin dinucle&tido (NAD),
al factor 2 de elongacidn, el cual queda de esta manera inactivado,

origin&ndose por esto el bloqueo de la elongacién de la cadena de-
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p€ptidos que se estd sintetizando.
E¥¢s exotoxina, ha sido reportada como el factor téxico -
regypunsable de la letalidad de las infecciones caisadas por este —

microorganismo en animales y humanos (7, 139, 185, 186, 227 y 298).

Patologia

.
Las cepas de Pseudomonas aerugincsa, producen lesiones ——

caracterfsticas en el tejido vivo de cualquier parte del cuerpo ——
con los factores histol8gicos descritos anteriormente.

En algunos pacientes, estos cambios locales estén asocia_
dos con septicemia 8§ piemia por el desarrollo de lesiones metasts_
sicas en la piel, las meninges , el endocardio, etc. . Pueden ocu_
rrir enfermedades generalizadas por la absorcién de toxinas, sin -
haber evidencias de diseminacidn de las bacterias por el torrente-

sangufneo (240 y 293).

Quemaduras y heridas -

Cominmente el microorganismo en estudio aparece como un =
organismo predominante en la colonizacidn de las heridas por quema
duras en pacientes hospitalizados (56 y 191), la extensién del 4rea
quemada es un factor importante para el establecimiento de este mi
croorganismo; entre mayor sea el frea lesionada, hay una mayor pro
babilidad de que &sta sea colonizada(240).

Una vez que se han producido las heridas; éstas sirven co
mo medioc de cultivo, hecho que facilita la colonizacién por los mi
croorganismos que tienen la capacidad de poder proliferar en las -
escaras (tejido avascular), difundiéndose a través de ellas al es_
pacio subepitelial, el cual delimita el tejido viable del no viable.

Si el proceso de proliferacién no es inhibido y la densi_
dad bacteriana excede a 107 organismos / g. de tejido, es probable

que el tejido viable sea invadido.
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Los signos clfnicos que ponen de manifiesto la infeccibén-—
de las heridas producidas por quemaduras, son principalmente hemo_
rragia dentro de la herida, formacién de flictenas con rastras lin
fangfticas en el tejido lesionado, abscesos metastfsicos en el te_
jido no quemado (cuando estas lesiones involucran la piel son cono
cidas como ectimas), lesiones vesiculares en las heridas ya cura__
das, etce.

Cuando estd lesionada una gran 4rea de tejido, la vasculi
tis asociada puede permitir la diseminacién de los microorganismos
por el torrente sangufneo, causando una sepsis sistem&tica.

La hipotermia, la leucopenia y el fleo paralftico, asocia
dos con la distensién abdominal, son los factores clfnicos sobresa
lientes que establecen la sepsise

En 1960, las infecciones causadas por Pseudomonas aeru -

inosa, fueron reconocidas como la causa m&s importante de la muer
te de pacientes con quemaduras severas, por lo que el riesgo a la
infeccién es mucho menor en las quemaduras que no involucran todas
las capas cue constituyen la piel. En estudios realizados mediante
arteriograffas, se ha mostrado que una quemadura parcialmente gra_
ve (3°T grado) puede originar la desfruccién completa de la piel-
como resultado de la infeccidn (220 y 221).

En los pacientes en los que es imprescindible llevar a —
cabo injertos de piel para que puedan sanar sus heridas, la infec_
cién puede interferir con la aceptacién del injerto y en consecuen
cia retrasar la curacién.

Las diferentes cepas tienen un papel relativamente peque_
fio como causa de sepsis en heridas traumfticas y quirﬁrgicas; los-
brotes de inflecoidn en este tipo de heridas puede deberse al uso -
de materiales contaminados, lo que propicia la infeccién de teji__
dos susceptibles (282). Se han reportado también algunas cepas co__

mo responsables de ostiomielitis (17).
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Piel .-

Se encuentran algunas cepas comfinmente entre la flora bac
teriana de los exudados eczematosos infectados (210 y 264), repor_
t8ndose adem&s piodermitis extensas en pacientes con dermatitis no
eczematosa (108).

Las inmersiones frecuentes y prolongadas de las manos y -
de los pies en el agua, predisponen hacia la infeccién del epite__
lio macerado por ejemplo, en el sfndrome Verde de las uflas (288 y-
289).

En pacientes con enfermedades inmunodeficientes o con se_
veras quemaduras, pueden aparecer en la piel filceras eczematosas -

caracterfsticas, asociadas con piemia debida a Pseudomonas aeru -

ginosa (275).

Los infantes son especialmente susceptibles a las infec_

ciones produciéndose lesiones en la nariz y en la garganta (146).

Aparato Urinario -

Las infecciones del aparato urinario pueden dividirse en:

l.~ Infecciones primarias .- en las cuales no hay predis
posicién a la enfermedad .

2.~ Infecciones secundarias .- ocasionadas por recafdas
e infecciones que surgen después de tratamientos —
quirdrgicos 8 de instrumentacién (cateterismo, en___
doscopfa, etce)e

Las infecciones primarias casi siempre son causadas por -

Escherichia coli, microorganismo derivado de la flora intestinal -

del paciente y generalmente sensible a todas o a la mayorfa de dro
gas antimicrobianase.

Las infecciones secundarias son causadas por bacterias ad
quiridas de fuentes externas, en las que se incluyen cepas multi_

rresistentes de otros pacientes y cepas adquiridas del medio inani
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madoe. Entre los microorganismos que se han identificado como res_
ponsables de estas infecciones se encuentran bacilos coliformes ,-

Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella spe. (98).

Las infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa en el

aparato urinario, pueden permanecer localizadas en la vejiga ( cig
titis) 6 pueden ascender a través de los ureteros a la pelvicilla-
renal, a partir de la cual se puede invadir el tejido renal causan
do pielonefritise.

En infecciones septicémicas pueden ocurrir lesiones loca_
les en el rifion , similares a las encontradas en las infecciones -
producidas en animales de experimentacién (291 y 2945, tales lesig
nes desarrollan pielonefritis corticomedular 8 cortical sin involu
crar la médula.

Myerowitz y col. (207), han encontrado que las cepas de =—

Escherichia coli y de Pseudomonas aeruginosa obtenidas en la orina

de pacientes con infecciones del aparato urinario, poseen antfge_
nos que dan una reaccién cruzada con los polisacéridos capsulares-

de Strgptococcus pneumoniae tipos I y III, también con los grupos C

y H de Neisseria meningitidis y con el tipo B de Haemophilus ——
influenzae. Estos antIgenos son semejantes al antfgeno X de E. coli
; el cual confiere a la bacteria caractefisticas que le permiten —

ser la causa de la infeccién del par&nguima renal.

Aparato respiratorio .-

Normalmente Pseudomonas aeruginosa, no es patfgeno del re

cubrimiento bronquial, por lo que es probable que nunca ocurran —

bronquitis o traqueitis primarias causadas por este microorganismoj;

sin embargo, han ido incrementéndose los reportes de estas infec__
ciones en el aparato respiratprio todas asociadas con lesiones pre
existentes, con instrumentacién quirdrgica, con el uso de nebuliza

dores 8 con tratamientos con antibiéticos 8 esteroides (14, 234 y-
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284). Particularmente en la fibrosis qufstica, causa bronconeumo__
nfas severas ¢ intratables; los microorganismos asociados que gene
ralmente aparecen en una etapa avanzada de la enfermedad son:

Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae .

Burns y May (37), demostraron la presencia de anticuerpos

(precipitinas y aglutininas) contra Pgeudomonas aeruginosa en el -

suero de pacientes con fibrosis qufstica, considerando el desarro_

llo de anticuerpos en la colonizacién del aparato respiratorio, co

mo una evidencia implfcita de la patogenicidad de este microorganig
mo; esta opinién se sugirié por el hecho de que los anticuerpos —

presentas en el suero, estfn generalmente asociados con cepas mu__

coides, las cuales predominan en los pacientes m&s severamente en_

fermos (65, 212 y 246).

Los sfntomas clfnicos en las bronconeumonfas causadas por
este microorganismo, corresponden a Bna infiltracién masiva de las
bacterias dentro de las paredes de arteriolas y vénulas, con una =
respuesta inflamatoria mfnima, existiendo in cambio necrStico difu

so alrededor de las paredes de los alveSlos adyacentes (14).

Infecciones en los 0jos «—

las cepas de Pseudomonas aeruginosa pueden causar conjun_

tivitis, lesiones necréticas en los p&rpados y dacriocistitis. Sin
embargo, los tipos més importantes de infeccidn, son aquellos que-
involucran las cimaras de los ojose.

Si el microorganismo tiene acceso a la cfmara anterior —
del ojo, causa hipopién y es probable que se desarrolle una panof_
talmitis (69).

Se encontr$ que las lesiones iniciales causadas en la cér
nea, conducen a fllceras severas que tienen como consecuencia la —
pérdida del 8rgano afectado, siendo &ste un microorganismo particu

larmente peligroso en log ojos lesionados (34, 38, 58, 140 y 167).
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La cfmara anterior del ojo es peculiarmente susceptible a

las infecciones por microorganismos oportunistas (Bacillus subtilis

, Pseudomonas aeruginosa , etcs)e

Crompton (58) realiz§ experimentos en conejos en los que-
inyecté unas cuantas bacterias (50) dentro de la c#mara anterior -
de cada uno de los ojos con lo que ocasiond una severa infeccién -
que tuvo como consecuencia la pérdida de los 8rganos; un efecto si

milar se tuvo al inyectar 9000 c&lulas de Staphylococcus aureus ——

dentro de la cfmara anterior de cada uno de los ojos de otros cong
Jjose

Las bacterias pueden entrar a la cfmara anterior del ojo,
como resultado de una lesién o enfermedad corneal, asl como tam__ __
bién a través de hendiduras asépticas durante una operacién quirfir
gica.

Las fuentes de este microorganismo que causan infecciones
en los ojos incluyen a las soluciones usadas con ‘irrigador y a las
gotas para los ojos, por ejemplo: las soluciones de fluorescefna -
usadas para localizar abrasiones corneales, puedeﬁ ser la causa de
la contaminacién de los sitios afectados, las operaciones que expo
nen la clmara anterior, como sucede cuando se remueven cataratas,-
representan un riesgo particular (9 y 58). También se han reporta_
do brotes de endoftalmitis, cicatrizaciones de la odrnea con dismi
nucién de la visién y conjuntivitis, todas ellas asociadas al uso-—

de soluciones contaminadas por este microorganismo (9 y 58).

Infecciones en los ofdos «—

Comfinmente Pseudomonas aeruginosa, se encuentra en el exu

dado de la otitis externa, la humedad del meato auditivo externo -
favorece su crecimiento en este sitio (255 y 304).
Se encuentra asociada particularmente con perocondritis,-

la cual es una infeccidn dolorosa de la aurfcula complicada con —



58
otitis externa (76 y_320) o« También ha sido hallada eh el exudado-—

de las otitis medias, donde generalmente aparece como un invasor -

secundario.

Endocarditis .-
Endocarditis bacterianas agudas, son una complicacidn oca
sional de las septicemias por Pseudomonas aeruginosa (46, 241 y —

256).

Infecciones del sistema nervioso central .-

Las meningitis causadas por esta bacteria est&n reconoci_
das como contaminaciones, originadas durante el desarrollo de dife
rentes procesos, por ejemplo: en las punciones lumbares, en las —
operaciones neuroquirdrgicas, en la diseminacién por medio de pro_
cesos mastoideos de las infecciones de los ofdos, en las transfu__
siones, etc. tales infecciones son a menudo fatales (169 y 215).

Ayliffe y col. (8) reportaron que la contaminacién del ma
terial empleado en los equipos de curacién, es capaz de ocasionar—
brotes infecciosos.

Meningitis y abscesos cerebrales se presentan después de-

transfusiones con sangres contaminadas con Pseudomonas aeruginosa.

Las heridas producidas en la cabeza pueden ser la vfa por

la que penetre al organismo, ocasionando septicemia.

Otros sitios -

Pueden surgir osteomielitis y artritis, como resultado de
la invasién en huesos y articulaciones; en estos casos generalmente
el microorganismo procede de heridas adyacentes infectadas (94).

Pueden ocurrir infecciones clfnicas en el aparato digesti
vo durante el curso de una infecciln generalizada, apareciendo f1_

ceras en el estémago § en las paredes d@e los intestinos las cuales
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son similares a las filceras eczematosas de la piel.

Pseudomonas aeruginosa, es uno de los microorganismos que

han sido aislados de las lesiones seudomembranosas en las enteroco
litis (245); estas lesiones generalmente ocurren en pacientes suje
tos a terapia con antibiéticos. El papel de la colonizacidn bacteria
na en las enteritis seudomembranosas es incierto.

Se han descrito también brotes de severas diarreas en in_
fantes (especialmente prematuros) (77).

En los pacientes que sufren cincer, Pseudomonas aeruginosa

representa un papel importante en las infecciones que pueden adqui
rir (260, 308 y 317), principalmente en los pacientes con leucemia
no linfocftica aguda, en los cuales es m&s comfin la sepsis; en to_
dos los casos &sta ocurre durante un perfodo de granulocitopenia =
( &€ 1,000 / mm3) (260). Los sitios m&s susceptibles a infeccién -
en pacientes con leucemias no linfocfticas agudas, son los pulmo__
nes y la regf6n ano-rectal (259, 261 y 269).

Tapper y Armstrong (290) reportaron que los pacientes m&s
susceptibles a padecer sepsis son en orden de importancia, los que
padecen:

l.- Leucemias agudas.

2.~ Linfomas o enfermedades inmunoproliferativas (mieloma

mfltiple, macroglobulinemia de Waldenstrém, etc.).
3.~ Neoplasias no hematol8gicas (c&ncer mamario, céncer -

vesical, chncer de c&rvix, cincer de pulmén, etc.).

Infecciones en la infancia .-
Las infecciones en los infantes caus%das por el microorga
|
nismo en estudio, incluyen: pulmones, aparato urinario, aparato di
gestivo, piel y ojos; en algunos casos las infecciones locales per
miten una invasién sistem&tica con septicemia, meningitis, absce__

sos cerebrales, endocarditis y colapsos circulatorios (6).
- e
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Neonatos e infantes prematuros, son m&s susceptibles a las
infecciones en relacién con los adolescentes y adultos, debido a -
que su sistema inmunolégico no estf completamente desarrollado.

Las fuentes de infeccién son muy variadase Cole y col. (-
55), encontraron distintos tipos de cepas en las heces del 8 % de-
los infantes, durante los primeros 6 meses de vida, por lo que la-
posibilidad de que ellos mismos se infectaran era alta; sin embar_
go, las fuentes externas de contaminacién son las m&s frecuentemen
te implicadas. Se encontré que los catéteres y los aparatos de suc
cién empleados para limpiar el aparato respiratorio de los infan__
tes, pueden estar contaminados por el microorganismo afin cuando se
empleen soluciones d&bilmente antis8pticas para-desinfectarlos (—

16 y 252).

Obstetricia o=

Las cepas de Pseudomonas aeruginesa representan durante -

la prfctica obstétrica un riesgo mucho mayor para el infante, que-
para la madre, cuando colonizan el ftero puerperal de una mujer ih
munodeficiente, puede ocasionar severas lesiones; sin embargo, es—
un organismo predominante en el aborto séptico, aunque no estuvo -
entre las bacterias frecuentemente halladas en los ap8sitos vagina

les de las paciemtes con fiebre puerperal (42).

Septicemias o=
La septicemia es la forma de infeccidén invasiva m&s seve_

ra producida por Pseudomomas aeruginosa.

Speirs y col. (275), describieron septicemias producidas-
por este microorganismo, que aparecieron esponténeamente en nifios—
aparentemente sanos, en quienes se encontr8 posteriormente que Pa_
decifn hipogamaglobulinemia congénita.

La inmunodeficiencia es el principal factor requerido para
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el desarrollo de_las septicemias y puede deberse a enfermedades (=
leucemia, quemaduras, diabetes, etc.) 6 a tratamientos terapedti__

cos ( con corticoesteroides, agentes inmunosupresores, radiacién, -

etc. )o

Mecanismos de transmisién -

Los mecanismos de transmisién de las enfermedades infeccio
sas dependen de un gran nfmero de factores, entre los que se inclu
yen: el habitat normal del agente patdgeno, su capacidad para sobreg
vivir o crecer en el medio ambiente de la superficie del cuerpo hu
mano, el cual puede ser seco § hfimedo, su presencia en los sitios-—
infecciosos del paciente, la frecuencia de portadores sanos que ——
tienen relacién con el paciente, la patogenicidad de la bacteria =—
despu8s de haber sido expuesta a condiciones adversas para su desa
rrollo y a las medidas empleadas en los hospitales para prevenir -
la transmisién de las infecciones .

Las infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa, casi

siempre estin restringidas a los pacientes hospitalizados, en base

a la forma en que ge pueden adquirir se clasifican en dos tipos:

l.— Infecciones exégenas .- son las adquiridas de fuen_
tes externas, por ejemplo de la contaminacién del -
aire § por contacto con vectores humanos o inanima_
dos.

2.~ Infecciones endSgenas .-~ son las causadas por el pa
ciente mismo. Las bacterias est&n presentem en los-
sitios de transporte como son : la piel, el aparato

respiratorio 8 el aparato digestivo del paciente,

Las distintas cepas pueden sobrevivir y multiplicarse en-
soluciones que contengan un mfnimo de nutrientes, un ejemplo de es

to es el hecho de que cepas suspendidas en agua desionizada y a ——
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temperatura ambiente, sobreviven durante unas 5 semanas; mientras-—

que las cepas de Staphylococcus aureus sometidas‘al mismo trata
miento, mueren en un lapso de 48 horas. Esto contrasta con la poca

supervivencia de las cepas de Pseudomonas aeruginosa, sometidas a-

tratamientos de desecacidn (230).

Fuentes .~

La importancia relativa de las diferentes fuentes y reser
vorios varfa con la situacidén clfnica. Las fuentes humanas m&s im_
portaﬁtes son indudablemente las heridas infectadas, la orina y —-
las lesiones productoras de exudado; estas fuentes por ser hfimedas,
pueden contaminar la ropa del paciente y de la cama, las manos del
personal que tiene relacién con &1 y el equipo empleado en las cu_
raciones (por medio del cual puede ser transferida la infeccién a-
otros pacientes).

Como se mencion§ anteriormente, las cepas son sensibles a
los tratamientos de desecacidn; pero sobreviven y se multiplican -
en una gran variedad de soluciones, por lo tanto los reservorios -
inanimados m&s importantes estén constituidos o tienen una estre__

cha relacién con el medio ambiente hdmedo (9, 16, 102, 295 y 307).

Inmunidad

Inportante es el papel de la inmunidad (natural y adquiri
da), en los mecanismos que establecen la patogénesis de los micro_
organismos llamados oportunistas.

Se han realizado en los filtimos afios numerosos estudios ~
sobre las propiedades inmunolégicas de las cepas de Pseudomonas ——
aeruginosa.

La mayorfa de los investigadores han concentrado su aten_
cién hacia la profilaxis y el tratamiento por medio de vacunas y -

antisueros de las infecciones producidas por este microorganismo -
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(estas aplicaciones clfinicas serén consideradas en la parte final-
de este capitulo).

En esta seccidn seri considerada la resistencia natural y
la respuesta inmunolégica a la infeccién, producida en el hombre -

por Pseudomonas aeruginosa.

Anticuerpos o~

Los primeros reportes sobre anticuerpos contra esta bacte
ria presentes en el suero de sujetos sanos, fueron hechos hacia el
ario de 1930,

Fox y Lowbury (89), demostraron en el suero de sujetos sa
nos la prescencia de aglutininas contra diferentes serotipos de —-

Pseudomonas aeruginosa; asf como también se demostré que estaban =

presentes tItulos altos de anticuerpos en los pacientes cuyas que_
maduras fueron infectadas por este microorganismo (los anticuerpos
de tftulo alto, fueron especIficos para el serotipo de la cepa co_
lonizadora de la lesién).

El incremento del tftulo de anticuerpos se asoci8 con la-
duracién de la infeccién y la extensién de las quemadurase.

La importancia de estos descubrimientos, en relacién con-
la defensa del huésped, ha sido diffcil de precisar. A menudo titu
los altos de anticuerpos se encontraron en el suero de pacientes =
moribundos por infeccidn con este microorganismo.

Igualmente se encontraron tftulos altos de aglutininas —

contra Pseudomonas aeruginosa, en pacientes que posteriormente mu

rieron debido a la septicemia producida por este microorganismo en
una etapa de la enfermedad en que habfa causado un dafio irrepara__
ble la infeccién.

Un efecto similar mostraron los pacientes que fallecieron
a pesar del hecho de haber sido eliminados los microorganismos del

torrente circulatorio por tratamiento quimioter&pico (154).
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La invasién por esta bacteria en los tejidos y en el torren
te circulatorio, es m&s factible que ocurra cuando el nivel de ah_
ticuerpos est& reducido, por ejemplo en enfermedades como hipogama
globulinemia y leucemia, 8§ en pacientes severamente quemados en —-
quienes poco tiempo después de haber sufrido las lesiones, muestran
dafios como consecuencia de tener una respuesta primaria reducida -
al antfgeno y un bajo nivel de inmunoglobulinas (5 v 249).

El tratamiento con drogas citot8xicas e inmunosupresoras-—
tambi&n facilita la invasién. Liu y Mercer (188) encontraron que -
los anticuerpos obtenidos contra la capa viscosa extracelular de -

Pseudomonas aeruginosa tienen una funcién protectora, &stos fueron

asociados con aglutininas que a su vez estin relacionadas con las-

inmunoglobulinas G (152 y 250).

Fagocitosis -

La resistencia celular a la infeccién, involucra la inges
tién y la destruccisn de las bacterias por las cé&lulas fagocfticas
(neutrdfilos polimorfonucleares, macréfagos y c&lulas del sistema-
retfculo endotelial)e Estos dos procesos estin separados, pues —-——
existen bacterias que sobreviven a la ingestién por las células fa
gocfticase.

La fagocitosis puede ser m#s eficiente por la presencia—
de opsoninas (anticuerpos que cubren la superficie bacteriana y -
facilitan la capatacién de las bacterias por los fagocitos) y del
complemento en el suero.

Alexander y Wixson (1), encontraron que el n@mero y la -

capacidad de los neutr§filos para destruir a Pseudomonas aeru -

inosa, est4 reducida en los pacientes con severas quemaduras; eg
ta deficiencia en la defensa fagocftica, combinada con la respueg
ta reducida de los anticuerpos, suministran en el paciente una —

vulnerabilidad particular durante los primeros dfas después de ha
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berse originado el dafios

Carney y cole (43), mediante una técnica inmunofluorescen
te, mostraron una respuesta leucocitaria pobre y una invasién répi
da de los folfculos del vello y del tejido subcutfneo por una cepa
virulenta; estos efectos no se presentaron cuando se utilizaron cg
pas no virulentas de este microorganismo.

La inmunizacién pasiva previene las infecciones invasivas,
es probable que esta proteccién se deba en parte a la neutraliza__
cidn de los factores t8xicos del microorganismo que interfieren e—
con la respuesta leucocitaria.

Estos datos y el hecho de que el antisuero protector a me
nudo no tiene actividad bactericida, sugieren que la accién fagoci
taria auxiliada por la opsonizacién, es el mecanismo de proteccidén
principal contra Pseudomonas aeruginosa empleado por los humanos -

(152 y 250).

Profilaxig o=
La profilaxis contra las infecciones causadas por Psgeudo

monas aeruginosa, es un tema que ha llamado la atencién de muchos—

investigadores debido a las caracterfsticas tan peculiares que ———
muestra este microorganismo y que han sido descritas en todos los-—
capftulos de que consta este trabajoe.

Para desarrollar un m&todo quimioprofil&ctico contra las-
infecciones causadas por este microorganismo, deben de tenerse en-—

cuenta los siguientes factores :

La terapia a base de agentes inmunosupresores y es

teroides, favorece la infeccién .

Se ha demostrado que esta bacteria produce enzimas
que inactivan a los agentes antimicrobianos tales como: -
Kanamicina, Neomicina, Estreptomicina y Cloramfenicol (——

68 y 218) Cefalosporina y Penicilina (251 y 253).
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—~ Han sido identificados pl&4smidos que le confieren—
a este microorganismo resistencia contra la accién de agen
tes antimicrobianos tales como: Carbenicilina, Kanamicina
/ Neomicina, Tetraciclina, Estreptomicina, Ampicilina, —

Sulfonamida y Gentamicina (ver cafPe 2 Dpise. 18).

La frecuencia con la que se producen muatntes resistentes
a la accién de los antibibticos, aumenta cuando se hace uso inmode
rado de los antibi8ticos de amplio espectro.

En los pacientes que sufren céncer y que son infectados -
por este microorganismo, se puede recurrir a la supresién de la —-
flora end8gena del sujeto con antibidticos orales no absorbibles,-
frecuentemente se emplean altas dosis de Gentamicina, Vancomicina-
y Nistatina para contrarrestar la infeccién (239). En estos casos;
el riesgo de los efectos colaterales producidos por estas drogas =—
ocupan un segundo t&rminoe.

Los agentes terapéuticos empleados mé&s frecuentemente con

tra las infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa son: Genta

micina, Carbenicilina y Polimixinas.

Se han localizado anticuerpos contra esta bacteria en el-
suero de sujetos sanos y en el suero de algunos pacientes infecta_
dos por ella ( ver cap. 5 D&ge 63). E1 carfcter protector que mani
fiestan dichos anticuerpos varfa considerablemente.

La capacidad antigénica que muestran algunas estructuras—
y algunos productos de este microorganismo, son un factor determi_
nante cuando se pretenden desarrollar métodos inmunoprofilécticos-
y/o tratamientos contra las enfermedades causadas por Pseudomonas
aeruginosa.

Entre los estudios que se han realizado , en torno a la -
capacidad inmunolégica de las estructuras constituyentes, destacan
los siguientes:

——— El estudio sobre la composicién y la capacidad anti



67

génica de les componentes que constituyen la capa viscosa extrace_

lular de Pseudomonas aeruginosa , es un tema que ha interesado mu_

cho a los investigadores (72, 75, 33, 187 y 265).

Sensakovic y B artell (265) mostraron que los polisaclri_
dos extrafdos de la capa viscosa exiracelular de este microorganig
mo son capaces de producir una respuesta inmunolégica, la cual blo
quea algunas de las manifestaciones t8xicas que se producen en la—
infeccidén.

En base a lo anterior, se ha especulado que los polisach_
ridos forman alrededor del microorganismo una cipsula antafagocfti
ca; puesto que los anticuerpos opsonizadores son dirigidos contra—
ellos, se ha sugerido que estos polisaciridos pueden ser dtiles en
la fabricacién de vacunas.

———— Los lipopolisaciridos extrafdos de la membrana ex_
terna de la pared celular, son capaces de producir una respuesta —
inmunolégica en el huésped (316).

Su anflisis qufmico muestra que estfn constituidos por: -
Heptosa, &cido 2 ceto-3-desoxioctuldnico y &cidos grasos hidroxila
dos (50). La organizacién estructural de estos elementos se mani__
fiesta por una cadena lateral y un nficleo de polisacridos (84). —
Este nficleo de polisaciridos es comin para las especies de Pseudo-

monas aeruginosa (51). Los anticuerpos dirigidos contra esta por__

cién de los lipopolisaciridos, son importantes para la proteccién-
contra las infecciones causadas por este microorganismo, sus lipo_
polisacAridos son menos téxicos que los lipopolisac&ridos de otros
microorganismos Gram negativos (200) quizi esto se debe a diferen_
cias en los 4cidos grasos hidroxilados unidos al 1fpidoA y espe__
cialmente a la falta del 4cido beta-hidroximirfstico (110 y 200).
-———- Entre los estudios que se han realizado en torno a
la capacidad inmunol8gica de los productos elaborados por Pseudo-

monas aeruginosa, destaca particularmente el trabajo realizado por
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Pollack y cole. (237) quienes demostraron la prescencia de anticuer
pos contra la exotoxina A , liberada por este microorganismo.

En el suero humano, la actividad neutralizadora de la to_
vina fue detectada s8lamente en la fraccién Ig.G y no se afe€td —
por el tratamiento con 2~ mercaptoetanole.

De los pacientes que se seleccionaron para este estudio,-
todos los que sobrevivieron a la infeccidn causada por esta bacte_
ria mostraron tener tftulos altos de anticuerpos contra la exotoxi
na A, lo que sugiere que estos anticuerpos tienen un carfcter pro_
tector en el hu8sped.

En base a los resultados obtenidos a partir de estudio —-
realizado por estos investigadores , se plantea la posibilidad de-
producir un toxoide para estudios inmunoprofilécticos y/o para el-

tratamiento de las enfermedades causadas por Pseudomonas aeruginosa.
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CAPITULO 6

Con el objeto de poder justificar la importancia médica -

que puede adquirir Pseudomonas aeruginosa microorganismo oportunis

ta bajo ciertas condiciones, se elabor§ esta revisién bibliogréfi_
ca.

Durante el desarrollo de los primeros capftulos (1, 2y 3)
se tratd de plantear la situacién taxonémica, genética y bioquimi_
ca del género Pseudomonase Con un particular intéres se pretendid-
establecer en cada una de las situaciones la posicién que mantiene
el microorganismo objeto de este irabajo.

Con respecto a esto se pueden tener los comentarios si_
guientes:

————~ E1 género estf constituido por grupos muy heterogé
neos de bacterias, la clasificacién taxonémica basada sélamente en
caracterfsticas fenotfpicas , cada dfa es m#&s insatisfactoria por-
lo que se desarrollan con cierta frecuencia nuevas técnicas que —
tratan de correlacionar a los grupos entre sI. Esto ha llevado a -
los investigadores a efectuar estudios m&s minuciosos de la célula
bacteriana que puedan coadyuvar al establecimiento de una clasifi_
cacidn m&s satisfactoria; entre las t&cnicas que se han desarrolla
do con este objetivo se encuentran : la composicién del DNA, el —-
anflisis inmunol8gico de protefnas, la hibridizacién in vitro de -
los &cidos nucléicos,.el anflisis de la secuencia de aminofcidos -

de las protefnas, la comparacién de los procesos bioquimicos, etc.

La identificacién y caracterizacién de pl&smidos,~

el mapeo de genes cromosomales y el desarrollo de técnicas para el
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aislamiento de una gran gama de mutantes, son los mejores procedi’
mientos genéticos que nos pueden conducir al entendimiento de la -
organizacién genética del g&nero. Estas t&cnicas est&n disponibles,
pero se plantean serios problemas con la Biologfa de este género -
en lo que‘respecta a morfogénesis, organizacién funcional de la c§
lula bacteriana y su relacién con la versatilidad bioquimica y la-
resistencia caracterfstica de este g&€nero a los agentes antimicro_
bianos.

Los bacteriofagos y las bacteriocinas muestran una impor_
tante contribucién al fenotipo bacteriano.

La frecuencia de la lisogenia y de la aeruginocidad de =—-—

las cepas de Pseudomonas aeruginoga, contrasta con la falta de es_

tas propiedades en otras especies del género (Pseudomongg putida y

Pseudomonas fluorescens). Es posible que este contraste esté rela_

cionado con los componentes del genoma de los plismidos que se en_
cuentran en cada una de estas bacterias.

————— La marcada versatilidad bioquimica dota a este mi_
croorganismo de una capacidad muy particular, que le permite sobre
vivir bajo condiciones ambientales adversas; esta es una de las —-—

principales razones por las cuales Pseudomonas aeruginosa se puede

desarrollar en diferentes sitios del cuerpo humano y en el medio -
ambiente inanimado (ver cap. 5 pag. 61).

La importancia clfnica del microorganismo en estudio , es
t& basada principalmente en los siguientes puntos:

————— Su capacidad para crecer y desarrollarse en dife_
rentes condiciones ambientalese.

————— Su capacidad para producir una variedad de facto__

res t8xicos.
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———— [l uso inmoderado de tratamientos terapéuticos a -
base de antibi8ticos de amplio espectro, drogas inmunosupresoras y
esteroides.

———— Bl caracter protector de los anticuerpos que se ——
producen en contra de este microorganismo varfa considerablemente.

——— Los m&todos inadecuados de asepsia para los equi___
pos tales como catéteres, endoscopios, sondas, nebulizadores, apa_
ratos de succién, etc. .

————— La falta de higiene del personal que atiende a los
pacientes infectados por este microorganismo, con lo que se propi_
cia la aparicién de focos endémicos.

El control de los mecanismos de transmisién y los mé&todos
profil&cticos, son los principales factores que pueden ayudar a —
contrarrestar las infecciones causadas por este microorganismoe.

Efectuar una revisién bibliogr&fica sobre un microorganig
mo en particular, como la que se desarrolls em este trabajo, trata
de manifestar el deseo de querer despertar un mayor interé&s en ca_
da una de las personas que lo lean, por la Bacteriologfa Clinicae.

Pseudomonas aeruginosa fue seleccionada entre muchos micro

organismos, tanto patSgenos como oportunistas por las caracterfsti
cas complejas, pero interesantes , que posee.

Poder donstatar la angustia que tienen los pacientes que-
sufren, al darse cuenta que por las circunstancias en las que se ;
encuentran resulta dfficil que tenga &xito un tratamiento para la-
erradicacién de este microorganismo, da margen para querer saber -

el porqué es capaz de crear tales situaciones.
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Este trabajo tuvo por objeto en base a la revisién de las -

investigaciones hasta ahora efectuadas sobre Pseudomonas aeruginosa,
brindar un panorama del conocimiento que se tiene a la fecha sobre =

este microorganismo.
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