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1. RESUMEN

Se presenta un andlisis retrospectivo de Pseudomonas aeruginosa, una bacteria oportunista,
extremadamente versatil, capaz de sobrevivir en ambientes inhdspitos y con requerimientos
nutricionales minimos. En el medio hospitalario se considera un grave problema de salud debido
a la resistencia intrinseca y adquirida a antibioticos, tal cualidad hace dificil el tratamiento de
las infecciones pseudomonicas, aunado a eso la capacidad de comunicacion y coordinacion
(Quorum sensing), formacién de biofilms y la presencia de factores de virulencia, favorecen la
existencia de cepas multirresistentes, para las cuales el tratamiento implica el uso de antibidticos
que por su toxicidad estaban en desuso, aun con sus limitaciones se debe considerar como

estrategia farmacoldgica, el empleo de la fagoterapia.

Sin embargo P. aeruginosa también es considerada una posible solucion ambiental, al fendémeno
de contaminacién, ya que posee la capacidad de metabolizar una gran variedad de sustratos
incluyendo n-alcanos, hexadecano y aceites. Los ramnolipidos promueven la interaccion entre
el sustrato hidréfobo y la célula, de tal forma que sea asimilado. Asi mismo esta bacteria es
capaz de producir polimeros biodegradables (Polihidroxialcanoatos, PHAs) cuyo uso puede
resolver el problema actual de la contaminacion causada por el uso de polimeros sintéticos

derivados del petréleo.



2. INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo aerobio, movil, de amplia distribucioén en
la naturaleza (suelos, agua, plantas, animales, etc), sus requerimientos nutricionales son
minimos, puede tolerar un amplio intervalo de temperaturas (4 a 42 °C). Esta bacteria forma
parte de la microflora normal intestinal y de la piel del ser humano, a pesar de esto, todas las
cepas son potencialmente patogenas para el hombre, infecta a individuos con el sistema
inmunocompromiso tales como: pacientes con Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida,
cancer o aquellos que se encuentra en terapia intensiva, representando un problema de salud en
los centros hospitalarios. La virulencia que presenta P. aeruginosa es dada por sus componentes
estructurales, toxinas y enzimas que produce, tiene la capacidad de instalarse en cualquier
organo o tejido y puede diseminarse por el torrente circulatorio produciendo septicemias de alta

gravedad y mortalidad.

Debido a su alta resistencia (natural o adquirida) a antibioticos y desinfectantes, las infecciones
producidas por este microorganismo son dificiles de tratar, esto se debe a las caracteristicas de
su membrana celular que tiene propiedades excepcionales de impermeabilidad y a la posesion
de plasmidos que codifican la produccién de enzimas que inactivan a los antibidticos!®. Otra
de sus caracteristicas es su enorme capacidad de utilizar una gran cantidad de compuestos
orgéanicos e inorganico como fuentes de carbono y energia, asi como de crecer en medios con
bajas concentraciones de nutrientes (como el combustible de aviones, soluciones de

clorhexidina y el jabén) esta capacidad le permite colonizar diversos nichos ecologicos %

P. aeruginosa es una bacteria fascinante y temible, estudiada desde multiples enfoques. En el
sector salud por el tipo de patologias que produce y en el area biotecnologica por la produccion
de surfactantes, biopolimeros, en procesos de biorremediacion de aguas, aire y suelos (por su
capacidad de degradar alcanos y de utilizar el petroleo como fuente de carbono). El estudio de
esta bacteria permitird contestar el problema fundamental acerca de la manera en la que se

adapta a multiples ambientes asi como abrir nuevas lineas de investigacion®.



3. JUSTIFICACION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria versatil y de amplia distribucion, debido a su
incidencia como agente causal en infecciones hospitalarias, resulta trascendental conocer su
importancia clinica, lo cual permitird establecer las medidas de prevencion y tratamiento
adecuado. Asi mismo la capacidad de sintetizar biopolimeros, ramnolipidos,
polihidroxialcanoatos y la degradacién de derivados del petroleo, le confieren potenciales

aplicaciones biotecnologicas.



4. OBJETIVOS
4.1. GENERAL

Realizar una revision bibliohemerografica acerca de la bacteria Pseudomonas aeruginosa
mediante el analisis e interpretacion de fuentes de informacion con la finalidad de establecer
su importancia tanto clinica como biotecnoldgica y asi poder inspirar nuevas lineas de

investigacion.
4.2. ESPECIFICOS

4.2.1.Detallar la fisiologia y estructura de P. aeruginosa con la finalidad de establecer los
antecedentes necesarios.

4.2.2. Mencionar la patogenia y la respuesta inmunoloégica del hospedador a causa de la
infeccion por dicho microorganismo.

4.2.3.Enumerar las enfermedades clinicas causadas por esta bacteria asi como su respectiva
epidemiologia.

4.2.4 Describir los métodos de identificacion de laboratorio y técnicas de tipificacion
molecular.

4.2.5 Detallar la estructura del genoma, asi como los elementos extracromosémicos que la
conforman.

4.1.6.Senalar los mecanismos que le confieren la resistencia natural a antibidticos y
desinfectantes y su repercusion en el tratamiento de las infecciones causadas por esta.

4.2.7.Describir el sistema sensor del quorum para establecer su importancia sobre la
patogénesis y persistencia de la infeccion.

4.2.8.Mencionar sintesis de ramnolipidos y polihidroxialcanoatos asi como sus potenciales

aplicaciones.



5. MARCO TEORICO

5.1. Fisiologia y estructura.

El género Pseudomonas grupo rRNA I (Tabla 1), pertenece a la familia Pseudomonadaceae,
que se situa dentro del orden Pseudomonadales (bacilos no fermentadores con flagelos

polares)?.

Tabla . Clasificacidn fenotipica de pseudomonadales (bacilos no fermentadores con
flagelos polares)”.
Grupo \ Especies

rRNA 1 Grupo Fluorescente
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida

Grupo Stutzeri
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas mendocina

Grupo Vb-3 de los CDC

Grupo Alcaligenes
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Grupo 1 de especies de Pseudomonas
rRNA 11 Grupo Pseudomallei (grupo resistente a colistina)
Burkholderia mallei
Burkholderia pseudomallei
Complejo Burkholderia cepacia
Burkholderia gladioli

Especies de Pandoraea

Especies de Ralstonia

Especies de Cupriavidux
rRNA IIT Grupo oxidante débil
Comamonas acidovorans
Comamonas terrigena
Comamonas testosteroni
Acidovorax delafieldii
Acidovorax facilis
Acidovorax temperans
Lautropia mirabilis

WO-1 de los CDC
rRNA IV Grupo Diminuta
Brevundimonas diminuta
Brevundimonas vesicularis
rRNA V Stenotrophomonas maltophilia
Con pigmento amarillo | Pseudomonas luteola
Pseudomonas oryzihabitans
Sphingomonas paucimobilis

H:S positivo Shewanella putrefaciens
Shewanella alage
Halofilico Alishewanella fetalis

Halomonas venusta
Grupo 1 de no fermentadores halifilico de los CDC




Pseudomonas aeruginosa fue aislada por primera vez de muestras ambientales por Schroeter en
1872. La denominacion de la especie deriva de la palabra aeruginosa (aeruginous) que significa
“el color del cobre oxidado” reflejando el caracteristico color azul-verdoso que presentan las
colonias debido a la produccion de pigmentos, tal capacidad ha clasificado a este
microorganismo dentro de su género en el grupo fluorescente que se caracterizan por la
produccién de un pigmento pioverdina hidrosoluble que da fluorescencia blanca a verde azulada

bajo luz ultravioleta de longitud de onda larga (400 nm)®”.

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo que mide 0.6-1 pym por 2 um y muestra una
disposicion en bacterias individuales, en pares y a veces en cadenas cortas (Figura 1). La mayor
parte de las células poseen un solo flagelo polar, pero de forma ocasional algunos pueden tener
dos o tres flagelos. La movilidad les permite responder a estimulos quimicos (quimiotaxis), asi

como localizar sustratos en bajas concentraciones!"™,

Figura . Micrografia electrénica de barrido P. aeruginosa 1°.

Los pilis presentes en la superficie bacteriana facilitan su adherencia a las células hospedadoras.
Algunas cepas presentan glicocalix o sustancia mucoide, estd compuesta por alginato, un
polimero anidnico de 4cido D-manurdnico y dcido L-glucurénico V.

La estructura y la composicion de la pared celular de esta bacteria se asemejan a los de los
microorganismos Gram negativos de la familia Enterobacteriaceaec (Figura 2). El
lipopolisacarido (LPS) de la pared celular estd compuesto por polisacaridos centrales que son

comunes a todas las cepas y polisacaridos de cadena lateral que son especificos de la cepa'!?.
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Figura . Representacion molecular de la envoltura de una bacteria Gram negativa‘.

Como otras bacterias Gram negativas poseen una compleja membrana externa en la que se
integra una porina principal (OprF) y muchas otras proteinas que, presumiblemente, también
acttian como poro; de ellas la de mayor relevancia es OprD especifica para los aminoacidos
dibasicos y glutamato. Esta estructura limita enormemente el paso de nutrientes (y de otros
compuestos, como antimicrobianos) al interior de los microorganismos. Estudios recientes
indican que la permeabilidad esta también estrechamente regulada por varias bombas de
expulsion activa, sometidas a complejos sistemas de regulacion, gracias a los cuales los

microorganismos pueden eliminar al exterior infinidad de compuestos toxicos'!?.

Este microorganismo presenta metabolismo oxidativo de tipo respiratorio (Tabla 2), el
desdoblamiento de la glucosa requiere su oxidacion a gluconato en el periplasma entonces sera
traido al interior de la membrana interna por un sistema de asimilacion dependiente de energia,
una vez dentro es fosforilado a 6-P-Gluconato el cual entrara en el metabolismo central para
producir energia para la célula. Posee oxidasa y catalasa, es un microorganismo sumamente
adaptable que puede usar mas de 80 compuestos organicos como fuentes de carbono y energia.
Algunas especies pueden utilizar nitritos o arginina como ultimo aceptor de electrones, lo que

les permite crecer en condiciones anaerobias. Tiene una amplia distribucion en la naturaleza y



suele estar presente en medios humedos, en el laboratorio se multiplica facilmente en muchos
tipos de medios de cultivo, produciendo en ocasiones un olor dulce semejante a jugo de uva o a
la tortilla de maiz, debido a la produccion de 2-aminoacetofenona. Dado que la cantidad de
acido producida por las vias oxidativas es menos que la producida por fermentacion deben
emplearse medios especiales como el medio O-F de Hugh y Leifson; para las pruebas

diagnosticas!!: 6% 13:14),

Tabla . Diferencias entre Pseudomonas y otros bacilos Gram negativos afines(®.

Género Oxidasa Hugh-Leifson Flagelos \
Pseudomonas + Oxida/Indiferente/Alcaliniza | Polares
Enterobacteriaceae - Fermenta Peritricos; no
Vibrio, Aeromonas + Fermenta Polar
Acinetobacter - Oxida/Indiferente No
Alcaligenes + Alcaliniza Peritricos

A pesar de que su temperatura 6ptima de crecimiento es 35 C son capaces de crecer a 42 C.
Cuando son cultivados en agar sangre desarrollan colonias rodeadas de un halo de B-hemolisis

por la presencia de dos hemolisinas (Figura 3):

e Fosfolipasa termolabil (fosfolipasa C).
e (Glicolipido termoestable que actia como detergente desestabilizando membranas

biologicas!.

Figura . Colonias de P. aeruginosa en agar sangre rodeadas por una zona
de beta-hemolisis. Cultivo de 48 horas a 37 °C¢),



Una propiedad distintiva de la Pseudomonas del grupo fluorescens es la produccion de un
pigmento amarillo verdoso, soluble en agua que difunde en el medio y da fluorescencia al
iluminarlo con luz ultravioleta. Su sintesis esta especificamente estimulada por la carencia de
hierro lo que refleja su funcién como sideréforo o quelador de hierro, que solubiliza el hidroxido
férrico proporcionando hierro soluble. P. aeruginosa tiene la capacidad de producir piocianina
(1-hidroxi-5-N-metilfenazina) de color azul y el acido fenazina-1-carboxilico de color amarillo
a través de su metabolismo secundario. Esto ocurre cuando crecen aerébicamente en medios
pobres de fosfatos. El interés por estos compuestos deriva de sus propiedades antitumorales y

antibidticas (Figura 4)17).

(A) (B)

Figura . Pigmento producido por P. aeruginosa: piocianina. (A) Formula quimica‘®.
(B) Aislamiento en agar cetrimida‘*?/.

Es considerado como un microorganismo cosmopolita (Tabla 3), esta versatilidad se debe en
gran medida por la gran cantidad de enzimas que posee, lo que le permiten usar una gran

diversidad de sustancias como nutrientes!'¥.



Tabla . Desarrollo de P. aeruginosa en ambientes poco comunes(??,

Ambientes Reservorio

Intrahospitalario

Ventilacion mecénica

Marcapasos

Colchones hidrostaticos

Vendas de yeso

Tanques de Hubbard
Broncofibroscopios

Material de clampaje umbilical
Soluciones de limpieza

Aparatos de aspiracion en quir6fanos
Material de suturacion

Material para medir el volumen de orina
Medicamentos

Desinfectantes

Agua destilada

Extra hospitalario

Ambientes himedos (Piscinas)
Productos cosméticos
Soluciones de lentes de contacto
Combustibles

Vegetales crudos

Agua potable

Leche no pasteurizada

Se distinguen 3 tipos de antigenos en P.

aeruginosa:

e Somatico (O): El antigeno O, lipopolisacarido y termoestable, es responsable de la

especificidad del grupo y estd constituido por varios componentes antigénicos. Los

serotipos se demuestran por reacciones de aglutinacion, inmunofluorescencia y

precipitacion

e Flagelar(H): El antigeno H, termolabil, se considera que no solo esta restringido al

flagelo, y seria también un antigeno de superficie, el cual puede ser de dos tipos, que se

subdividen en 8§ determinantes principales.

e Mucoide (M). El antigeno M es responsable de la inaglutinabilidad de algunas cepas a

los antigenos O y H®.
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5.2.  Patogenia e inmunidad.
Es una bacteria que no suele causar enfermedades en personas previamente sanas, los
principales factores del hospedador relacionados con la infeccidon por este patogeno incluyen:
e Lapérdida de la barrera mucocutanea.
e Las alteraciones inmunoldgicas.

e Enfermedades de diversos origenes (Tabla 4)(1%,

Tabla . Condiciones predisponentes a la infeccién por P. aeruginosa??.

Condicion | Tipo de infeccion
Diabetes mellitus tipo 2 Otitis externa maligna
Drogadiccion Endocarditis, osteomielitis
Leucemia Sepsis
Neoplasias Neumonia, sepsis
Quemados Celulitis, sepsis
Fibrosis quistica Neumonia
Cirugia sobre el Sistema Nervioso Central | Meningitis
Traqueotomia Neumonia
Periodo neonatal Gastroenteritis
Ulcera corneal Panoftalmitis
Cateterizacion vascular Tromboflebitis supurada
Cateterizacion urinaria Infeccion del tracto urinario

Para un patdgeno oportunista como P. aeruginosa, la infeccion comienza luego de la alteracion
de los mecanismos normales del sistema inmune del hospedero. Posee multiples factores de
virulencia (Tabla 5) y su potencial patogeno deriva de la combinacion de la expresion de varios
de ellos: estudios recientes sugieren que la regulacion de muchos de estos factores depende de
un proceso de quorum-sensing. Las bacterias producen Acilhomoserin Lactona que puede
difundir libremente a uno y otro lado de la membrana externa de la bacteria. De este modo, la
concentracion intracelular es reflejo de la extracelular, lo que permite al microorganismo
«percibir» la existencia de otros individuos de la poblaciéon en su proximidad. Cuando se ha
alcanzado una masa critica, los reguladores del sistema quorum-sensing inducen la expresion
de diferentes genes de virulencia (elastasa, proteasa, sistema de secrecion de proteinas,

piocianina, lecitinasa, superdxido dismutasa, lactonas)!'*??),
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Tabla . Factores de virulencia de P. aeruginosa®®*7:323),
Actividad biolégica

Factor de

virulencia
Alginato

Polisacarido capsular que permite a las bacterias infectantes adherirse

a las superficies de las células epiteliales pulmonares y formar
biopeliculas que a su vez protegen a las bacterias de los antibioticos y
el sistema inmune del cuerpo.

Pili

Apéndices de superficie que permiten la adherencia del
microorganismo a los receptores del gangliésido GM-1 sobre las
superficies de las células epiteliales del hospedador.

Neuraminidasa

Elimina los residuos de acido sialico de los receptores de gangliosido
GM-1, lo que facilita la union del pili.

Flagelo

Le brinda motilidad al microorganismo y permite la uniéon a
TLR2/TLRS.

Lipopolisacarido

Produce endotoxina, causa sindrome de sepsis; fiebre, shock, oliguria,
leucopenia o leucocitosis, coagulacidon intravascular diseminada,
anomalias metabolicas.

Exotoxina A

Destruccion tisular, inhibicion del factor de elongacion 2 interrumpe
la actividad celular y la respuesta de los macrofagos. El principal
6rgano blanco de esta toxina es el higado.

Exotoxina S

Inhibe la sintesis proteica e inmunosupresor.

Enterotoxina

Interrumpe la actividad gastrointestinal normal y provoca diarrea.

Exoenzima S

Ejerce acciéon citotoxica y actia como adhesina para
glucoesfingolipidos.

Fosfolipasa C Hemolisina termolébil. Destruye la membrana citoplasmatica;
destruye la sustancia tensoactiva pulmonar; inactiva opsoninas.

Ramnolipidos Glucolipidos que contienen ramnosa termoestable actlian como
hemolisinas termoestables, inhiben la actividad ciliar del pulmoén.

Elastasa Destruccion de los tejidos que contienen elastina, coldgeno. Escinde

las inmunoglobulinas y los componentes del complemento,
interrumpe la actividad de los neutréfilos.

Proteasa alcalina

Destruye estructuras compuestas por fibrinas y elastina; se reporta
que inactiva el interferon y (IFN v) y el factor de necrosis tumoral
(TNF).

Leucocidina Proteina formadora de poros que afecta a la mayoria de células
o citotoxina superiores. Inhibe la funcidn de los neutréfilos y linfocitos.
Piocinaninas Suprime a otras bacterias e interrumpe la actividad de los cilios

respiratorios; produce dafio oxidativo de los tejidos con la produccion
de radicales de oxigeno toxicos (perdxido de hidrogeno, superdxido y
radicales hidroxilo) sobre todo de los tejidos oxigenados como el
pulmon.
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El proceso infeccioso se produce generalmente en tres etapas fundamentales: union bacteriana

(colonizacion), invasion local y enfermedad sistémica diseminada. Los factores de virulencia

involucrados en el proceso so

(22.23).

Adhesion: fimbrias y alginato.
Dafo o invasion: accion directa de toxinas y exoenzimas, mediado por respuesta
inflamatoria.

Persistencia: Biofilms y adaptacion al ambiente®?).

Puede adherirse tanto a células epiteliales como a superficies inertes. La adherencia celular esta

mediada por fimbrias o pili o, en las cepas mucoides, por un exopolisacarido constituido por

alginato, el cual es fundamental para la organizacion de biocapas bacterianas, donde el

microorganismo queda protegido de la acciéon de polimorfonucleares, anticuerpos y

antimicrobianos'?,

El modelo de adherencia (Figura 5): implica los siguientes procesos:

Un dominio localizado en la superficie del pili se une con un receptor especifico en la
superficie celular. Este dominio aparentemente estd localizado en el disulfuro del
carbono terminal que solo se expresa en la punta del pili. Los receptores son secuencias
de carbohidratos de membrana glicoconjugadas o proteinas mucosas.

El pili se retrae dibujando a la bacteria en la superficie celular, donde multiples
interacciones ocurriran.

Adhesinas localizadas en la superficie celular, tales como exoenzima S, reaccionan con
los receptores de membrana proporcionando multiples enlaces y la creando uno
esencialmente irreversible con la bacteria.

Durante las infecciones cronicas los organismos producen un exopolisacarido mucoide
(MEP o alginato) que interactua con el glicocéalix de la membrana celular y forma una
matriz protectora alrededor de los organismos. La multiplicacion de las bacterias dentro

de la matriz da como resultados microcolonias de organismos®?.
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Figura 5. Modelo general de adherencia de P. aeruginosa®®.

En la etapa de invasion a los tejidos produce y excreta toxinas que le permiten implantarse, entre

ellas las mas estudiadas son:

e Flastasa.
e Fosfatasa alcalina.

e FExotoxina A.

Las cuales pueden causar shock, inducir la muerte de cé€lulas, e incluso hidrolizar proteinas
estructurales de los tejidos El andlisis de la elastasa, la fosfatasa alcalina y la exotoxina A, como
marcadores de la infeccion, sin embargo la respuesta inmune humoral que se dirige hacia la
exotoxina A es variable. Esta toxina inhibe la sintesis proteica en las células eucariotas, una vez
se ha unido al receptor presente en ellas; su expresion estd inducida por las condiciones
limitantes de oxigeno que se encuentran en el hospedador y esta posiblemente implicada en la
dermatonecrosis que tiene lugar en las quemaduras o en el dafio tisular en las infecciones

pulmonares crénicas. Ademads posee actividad inmunodepresora®.

Aunque la patogénesis es multifactorial, el sistema de secrecion tipo III es el mayor
determinante de virulencia: este sistema de secrecion es comun en muchos patogenos Gram
negativos y funciona transportando toxinas directamente desde la bacteria adherida a la célula

eucariota. Este sistema de secrecion transporta cuatro toxinas (exoS exoT, Exo U y Exo Y)
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implicadas en la inhibicion de la fagocitosis, promocion de destruccion tisular y el retardo de la

curacion de heridas (Figura 6).
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Figura 6. Papel del sistema tipo Il de P. aeruginosa en la infeccién temprana
por neumonia a células del epitelio pulmonar®”,

La formacion de biofilms también juega un papel muy importante en la patogénesis, ya que
permite a este microorganismo colonizar superficies como instrumentos médicos, lentes de
contacto. Comparados con otras formas planctonicas, los microorganismos que crecen
formando parte de biofilms presentan elevada resistencia a los antibidticos, a los mecanismos
de eliminacion mediado por el complemento a la fagocitosis y a los biocidas. Esto hace que las

infecciones sean dificiles de tratar®,

Los factores de virulencia actian de forma coordinada sobre el hospedador, el cual despliega un

sistema defensivo contra la infeccion:

e Barrera de células epiteliales.
e Anticuerpos.

e Sistema del complemento.
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e (¢lulas fagociticas.

e Linfocitos®V.

Sin embargo, pacientes con el sistema inmune comprometido tienen predisposicion a

infecciones causadas por P. aeruginosa (Tabla 6):

Tabla .Mecanismos de defensa del hospedador contra P. aeruginosa'

Sistema de defensa del

21).

Mecanismo de accion

Predisposicion a

Hospedador infeccion
Barrera epitelial Primera linea de defensa contra | Quemaduras
Pseudomonas, actiia como Traumatismos
barrera mecanica.
Inmunidad humoral Anticuerpos contra exotoxina Leucopenia
Anticuerpos fagociticos Terapia con
corticosteroides
Inmunosupresion

Complemento

Sistema de proteinas séricas

Bajos niveles de
properdina (Pacientes
quemados o con

neoplasias)
Inmunidad Celular Linfocitos T Fibrosis quistica
Células fagociticas Granulocitos Granulocitopenia
Sistema fagocitico | Neutrofilos Fibrosis quistica
mononuclear Monocitos
Macrofagos
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5.3.  Epidemiologia.

Es uno de los patdgenos oportunistas de mayor relevancia médica. Esta bacteria posee un
metabolismo extraordinariamente versatil que le permite vivir en habitats tan diversos como el
suelo, aguas, plantas, alimentos y ambientes hospitalarios, en particular en ambientes himedos.

Su aislamiento en muestras clinicas puede representar tanto colonizacién como infeccion(!® 2%,

En el género de Pseudomonas, la mayoria de las infecciones humanas son causadas por P.

aeruginosa, normalmente en individuos con el sistema inmune comprometido:

e Pacientes con VIH.
e Receptores de trasplantes de 6rganos.

e Pacientes con quemaduras.

Estan particularmente predispuestos a las infecciones por pseudomonadales y la mortalidad
puede ser alta (ej. tan alta como del 90% en infecciones cardiacas). En quemaduras y heridas
hay destruccion de vasos sanguineos, lo cual limita el acceso de los fagocitos que normalmente
podrian liberar del patéogeno a la region. Los pacientes con fibrosis quistica también estan bajo
un alto riesgo de infeccion ya que la alteracion que presentan, frecuentemente permite la
colonizacion del epitelio del tracto respiratorio y el desarrollo de neumonia. Esto se observa con
frecuencia en nifos, los cuales pueden sufrir crisis recurrentes que cursan con fiebre, tos
sibilante y productiva, abdomen distendido, dificultades para respirar y cianosis. Lo anterior

frecuentemente acompafiado de pérdida de peso®®.

En Estados Unidos para el 2013 el CDC (Center for Disease Control and Prevention) reporto
que aproximadamente el 8% de las infecciones son causadas por P. aeruginosa, un estimado de

51,000 infecciones asociadas a esta bacteria, entre las cuales se encuentran:

e Bacteremias, incluye bacteremia primaria, relacionada a catéter, no demostrada y sepsis.
e Neumonias.

e Infeccion de las Vias Urinarias.

e Infeccion de Herida Quirargica, incluye superficial, profunda, de érganos y espacios.

e Otras: Infeccion de sitios de catéter, infecciones de piel y tejidos blandos, conjuntivitis,

gastroenteritis, infeccion de tlceras, endometritis, etc.
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De las cuales mas de 6,000 (13%) resultaron cepas multirresistentes, es decir presentaron
resistencia a 3 o mas familias de antibidticos incluidos aminoglucdsidos, cefalosporinas,

fluoroquinolonas y carbapenémicos, 440 de estas infecciones resultaron con desenlace fatal®”.

En México, segiin la RHOVE (Red Hospitalaria de vigilancia Epidemiolégica) en el 2014 P.
aeruginosa fue responsable del 12.8% de las Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud

(IAAS) de un total de 32,975(Figura 7)@%149,

Gastroenteritis -
Infeccion de Herida Quirurgica _
Infeccion de vias urinarias _ -
M Proporcién (%)
s

Bacteremia

0 5 10 15 20 25

Figura 7. Proporcién de IAAS en 2014 cuyo agente etiolégico fue P. aeruginosa. 4.

La vigilancia epidemiologica de las IAAS en el 2014 ha permitido identificar un perfil de

resistencia de P. aeruginosa (Tabla 7)Y,
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Tabla . Perfil de resistencia en P. aeruginosa, México, 2014144,

Antimicrobiano % Resistencia

Ampicilina 19.5
Amikacina 25.1
Ampicilina-sulbactam 14.6
Piperacilina-tazobactam 6.5
Cefuroxima 1.5
Cefepime 19.5
Ceftazidima 14.6
Ceftriaxona 38.4
Cefotaxima 12.1
Imipenem 5.9
Meropenem 16.3
Ciprofloxacino 22.4

Las infecciones involucran endoscopios contaminados, debido al inadecuado procesamiento de
los mismos en el lavado automatico o manual, secado e inmersion en desinfectantes sin tener en
cuenta los canales y sus accesorios. Ademas el secado incompleto y el almacenamiento humedo.
Otros equipos como nebulizadores, analizadores de oxigeno, monitoreo urodindmico, méaquinas

de dialisis, también han sido reportados como fuentes de contaminacion.

El agua es considerada como un foco en epidemias hospitalarias (Tabla 8), debido a la
contaminacion de piletas, palanganas, tanques de hidroterapia, maquinas de hielo y otros. Por
ejemplo se encontrd que el agua caliente de bafo de soluciones de plasma y albumina para

transfusiones en neonatologia se habia contaminado con este microorganismo.
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Tabla . Epidemiologia de infecciones causadas por P. aeruginosa®®?.

Organo \ Infeccion Agudo/crénico Origen Prevencion
Ojo Lentes de contacto Agudo Agua Higiene
Queratitis
Piel Foliculitis Agudo Agua Higiene
/ulcera
Infecciones
Infeccidon de quemaduras
Oido Otitis externa Agudo/crénico (Agua? Higiene
Senos nasales | Sinusitis Croénico (Agua? .?
Vias urinarias | Infeccion en tracto urinario | Agudo/cronico L? .?
Huesos Osteomielitis en pie Croénico (Agua? Higiene
diabético
Pulmones/ Neumonia asociada a Agudo Nosocomial Higiene,
bronquios ventilacion Humificadore
Endobronquiolitis s
Fibrosis quistica Cronico Higiene
Bronquioectasias Nosocomial Terapia agresiva
ambiental de erradicacion
con antibidticos
Sangre Sepsis, pacientes Agudo $? Profilaxis con
neutropénicos antibioticos

La contaminacién con P. aeruginosa de las manos de los trabajadores de la salud, puede
contribuir a la infeccion cruzada entre pacientes. En una epidemia la contaminacion de crema
para manos fue responsable de la misma, de alli la importancia de que las cremas para manos
de los trabajadores de la salud, sean de uso y disefio hospitalario. Otra reciente epidemia sugirid
que las ufias postizas de una enfermera colonizada dispersé a la bacteria en una unidad de
neonatologia. Otra epidemia de ventriculitis en pacientes con catéter de derivacidon externa,
relaciono las manos colonizadas del personal con la diseminacion del microorganismo.
Pseudomonas es un organismo ubicuo que puede contaminar verduras frescas, se hallé que el
19% de los vegetales servidos a los pacientes en una unidad de oncologia habian cultivado P.
aeruginosa. Por tal motivo se recomienda fuertemente no servir verduras crudas a los pacientes
inmunocomprometidos®?.

Para la determinacion de la relacion epidemioldgica de aislamientos de esta bacteria
particularmente en el entorno nosocomial, se emplean en la actualidad diversas técnicas de
epidemiologia molecular, que han sustituido los sistemas previos basados en la biotipia y
fagotipia. Entre estos sistemas encontramos a técnicas como la electroforesis en gel de campo

pulsante (considerado en método de referencia), la riobiotipia, o las técnicas basadas en la
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) estan ofreciendo excelentes resultados. La
resistencia a antibidticos de las especies aisladas se determina utilizando pruebas de
susceptibilidad tales como la difusion en disco y el de la concentracion inhibitoria minima
(CIM). A si mismo se realiza el analisis de la huella gendmica por electroforesis y el analisis

molecular por PCR(!33%),

La electroforesis de campo pulsatil (ECP) es una técnica ha mostrado ser altamente reproducible
y con un poder de discriminacion elevado, por lo que se ha convertido en el método de referencia
de tipificacion para la mayoria de las bacterias con interés epidemiolédgico. La ECP se basa en
la separacion electroforética en campo pulsado del ADN cromosémico digerido con una enzima
de restriccion con baja frecuencia de corte (Figura 8). Los perfiles de ADN (pulsotipos)
presentan entre 10 y 30 fragmentos de ADN con un tamafio variable, que oscila entre 10 y 800
kb. La interpretacion de estos se realiza aplicando los criterios de Tenover et al, y suele ser
relativamente facil cuando se trabaja con unas pocas cepas. Cuando el numero de cepas es
elevado o los perfiles de bandas son complejos es conveniente recurrir a la utilizacion de un
software especifico, como por ejemplo BioNumerics (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Bélgica) o GelCompar (Applied Maths). Estos programas permiten normalizar las condiciones
de migracion de los perfiles electroforéticos entre experimentos diferentes almacendndolos en
bases de datos. Disponer de un historico de aislados del centro es lo que permite establecer
conexiones que estaban “ocultas” si no conducian a un aumento inmediato del nimero de casos.
Ademas, contienen un algoritmo para realizar estudios de filogenia que permiten establecer
relaciones evolutivas o de parentesco entre los aislados, mediante la utilizacion de

dendogramas®43%),

21



Cultivo de bacterias DNA en moldes

Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)
Cortar ADN con = .
enzimas de restriccion

@ Separacion de los
fragmentos de ADN
de acuerdo a su

moldes tamafio

|_| |_| |—] Analisis de datos (BioNumerics)

Revelacion del gel
en luz UV. Una
camara digital toma
una fotografia

e Colocar la agarosa

derretida con
bacterias en moldes

Tomar un
0 inoculo de
bacterias

Liberacion del ADN
mediante la lisis de
las bacterias por
medios bioquimicos

{

Figura 8. Técnica de electroforesis de campo pulsatil®®®),

Existe una serie de pardmetros basicos de la ECP que deben definirse o determinarse en el
laboratorio para asegurar una buena reproducibilidad. Los mas importantes son la normalizacion
del gel, el porcentaje de tolerancia en la posicion de las bandas y punto de corte de similaridad
para definir los “clusters”. Los inconvenientes mas destacados de la ECP son su relativo elevado
costo econdmico inicial, excesiva laboriosidad (proceso no automatizado) y el tiempo necesario
para obtener y analizar los resultados (una semana como minimo), por lo que resulta una
metodologia poco practica para introducirla en la rutina de un laboratorio convencional de
microbiologia clinica. Las ventajas consisten en que se pueden aplicar a un gran nimero de
especies bacterianas, se puede almacenar los perfiles, al menos de forma local y, sobre todo, su
alto nivel de discriminacién, ya que analizan una gran parte del cromosoma bacteriano. Esta
capacidad de detectar pequefias variaciones entre los aislados le confiere caracteristicas idoneas

para el estudio de brotes a nivel local.

22



En los ultimos afos se han desarrollo nuevas técnicas moleculares de tipificacion basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que han supuesto un importante avance en el estudio
de las enfermedades infecciosas. La PCR que utiliza cebadores arbitrarios (AP-PCR) (Figura
9) y la PCR que utiliza cebadores que hibridan con secuencias de ADN repetidas (rep-PCR) son

las técnicas de PCR mas utilizadas para tipificar bacterias y hongos.

Corte con 2 enzimas de restriccion gﬁﬂg = E?TA =
Union de adaptadores °—T #AA;_\T Tg— IIAI{_A—
- AATTC TTA—
—TTAA G AAT
Cebadores = AATTCT GAAT —
c—— AATTCT——CITA —
Amplificacion selectiva < i AATTCT GAAT —
1er ciclo ——TTAAGA ————— GAAT ——
s——  AATTCT— CTTA ——
GAAT —
—__AATTCT
— TTAAGA GAAT

Figura 9. Fundamento de la técnica de AP.PCR®7),

Estas técnicas son sencillas de realizar, rapidas y poseen un elevado poder de discriminacion.
La AP-PCR es relativamente poco reproducible, por lo que tiene que ser validada o
estandarizada en cada laboratorio. La digestion con enzimas de restriccion de genes

amplificados mediante PCR constituye la base de la PCR-RFLP (Figura 10).
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Figura 10. Metodologia de PCR-RFLP®7),

Esta técnica es sencilla y muy reproducible, pero suele ser menos discriminativa que la AP-PCR
o la rep-PCR. El estudio del polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP)
se basa en la amplificacion mediante PCR de fragmentos de ADN obtenidos por restriccion
enzimatica del ADN cromosdmico. La mayoria de las técnicas de tipificacion basadas en la PCR
son menos laboriosas, mas rapidas y mas faciles de realizar e interpretar que la electroforesis en
campo pulsante (PFGE; técnica de referencia para la mayoria de bacterias y hongos), pero suelen
ser, por lo general, menos reproducibles y discriminativas que esta Ultima, dependiendo de la

especie estudiada y de la técnica de PCR empleada (Figura 11)@43),
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Figura 11. Representacion esquematizada de los pasos mas importantes de diversas técnicas de tipificacion.%.
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5.4.  Enfermedades clinicas.

5.4.1. Infecciones relacionadas con Lineas Vasculares.

Cualquier infeccion que se genere de la instalacion y permanencia de una linea vascular, ya
sea corta, larga, permanente o transitoria y que puede manifestarse desde una infeccion
localizada a nivel del punto de insercion, hasta una sepsis, tales como: bacteremia y

endocarditis®®.

Bacteremia. La mayoria de las bacteremias por P. aeruginosa tienen un origen nosocomial
(aproximadamente 80%) desencadenadas por manipulaciones a las que estan sometidos los
pacientes ingresados, como la presencia de catéteres intravenosos, sondas urinarias,
intubacion orotraqueal y heridas quirtrgicas. Los pacientes mas vulnerables son los que
presentan factores predisponentes como la inmunodepresion, neutropenia, mucositis
secundaria a la quimioterapia, uso previo de glucocorticoides, diabetes mellitus tipo 2,
insuficiencia renal, déficit de inmunoglobulinas, SIDA, los pacientes quemados, los recién
nacidos y los trasplantados. En raras ocasiones pacientes sanos presentan bacteremia de

origen comunitario?.

Clinicamente, la sepsis causada por este microorganismo no se distingue de las causadas por
otros bacilos Gram negativos, por lo general los pacientes tienen fiebre, pero aquellos con
enfermedad grave pueden encontrarse en estado de choque o incluso hipotermia. El tnico
punto de diferenciacion es la presencia de lesiones violaceas hemorragicas en la piel (ectima
gangrenoso), las cuales son sugestivas de infeccion por P. aeruginosa debido a la invasion
secundaria de pequenas arterias y venas. Son lesiones pequefias o grandes, dolorosas,
eritematosas y macopapulares tienen bordes irregulares, al inicio son rosadas y mas tarde se
oscurecen hasta adquirir un color purptrico y por Ultimo se tornan negruzcas y necroticas

(Figura 12)133),
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Figura 12. Ectima gangrenoso en paciente con bacteremia asociada a P. aeruginosa'*©).

Se han notificado tasas de mortalidad que exceden el 50% en pacientes con bacteremia por

P. aeruginosa. Los factores pronosticos negativos son:

e La persistencia de neutropenia grave.
e Shock séptico.

e Neumonia.

¢ Insuficiencia renal.

e Metastasis.

e Tratamiento antibidtico inapropiado!3%,
En pacientes con bacteremia el tratamiento depende de:

e Hospedador sin neutropenia: Ceftazidima, cefepime, Piperacilina/tazobactam,
imipenem, meropenem o doripenem. Para pacientes en estado de choque se afiade un
aminoglucésido (tobramicina o amikacina).

e Hospedador con neutropenia: Cefepime o todos los demés con excepcion de

doripenem®?).

Endocarditis. P. aeruginosa produce endocarditis en dos situaciones bien definidas: pacientes
usuarios de drogas ilicitas via parenteral y pacientes portadores de valvula protésica. Las
endocarditis en drogadictos, se debe a la presencia del microorganismo en el vehiculo
utilizado para preparar la droga, la inyeccion del material extrafio mezclado con la heroina

puede producir alteracion del endocardio o los velos valvulares generandose fibrosis y asi
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favorecer la invasion del tejido valvular, generalmente se produce una afectacion de la

vélvula tricuspidea, pero es frecuente que se afecten varias valvulas!?).

Las manifestaciones de endocarditis por P. aeruginosa son similares a las de endocarditis
aguda en usuarios de fArmacos intravenosos, excepto que la enfermedad tiene evolucion mas
lenta que la endocarditis por Staphylococcus aureus. En la mayor parte de los casos, el
padecimiento afecta las cavidades derechas del corazon, pero no es rara la afeccion de las
cavidades izquierdas y la enfermedad de multiples valvulas. La fiebre es una manifestacion
comun, al igual que la afectacion pulmonar (por la produccién de émbolos sépticos a los
pulmones). Por tanto, los pacientes también pueden experimentar dolor toracico y
hemoptisis. La afeccion de las cavidades izquierdas del corazén puede conducir a
manifestaciones clinicas de insuficiencia cardiaca, embolia generalizada y cardiopatia local
con abscesos en el seno de Valsalva y trastornos de la conduccién. Las manifestaciones

cutidneas son poco habituales en esta enfermedad y no se observa ectima gangrenoso®?).

La terapia antibiotica mds utilizada ha sido la combinaciéon de un B-lactdmico con un
aminoglucésido. Otros antibioticos de interés para esta indicacion son los carbapenémicos
(meropenem), ciprofloxacino y aztreonam. En la endocarditis tricispide, el tratamiento
antibiético con un B-lactamico/cefalosporina antiseudomoénica asociado a un

aminoglucésido durante 4-6 semanas‘!?.

5.4.2. Infecciones de Vias Urinarias.

P. aeruginosa suele producir infecciones urinarias nosocomiales casi siempre como
complicacion de un cuerpo extrafio en dichas vias, obstruccion del aparato genitourinario o
por instrumentacion o intervencion quirdrgica de las vias urinarias. La presencia de sonda
vesical tiene un papel importante en su patogenia, debido a la tendencia de esta bacteria a
producir biofilms y protegerse asi del efecto antibidtico, puede asegurar su crecimiento
metabolizando los componentes de la sonda urinaria; ademads el zinc de algunas de estas
sondas produce una disminucion de la produccion de OprD, lo que causa resistencia a los

carbapenémicos!3-),

La infeccion urinaria es una causa frecuente de bacteremia, ya que en esta se constata un foco

urinario hasta el 40% de los casos.
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La clinica de la infeccion wurinaria es indistinguible de la producida por otros
microorganismos. En el caso del paciente con sonda, si ésta no puede retirarse, se recomienda
tratar so6lo las infecciones que cursen con clinica: El tratamiento es con un aminoglucosido o
- lactamico antiseudomonico, a no ser que curse con bacteremia o abscesos renales o se trate

de pacientes con neutropenia. El tratamiento con ciprofloxacino parece razonable!!?).

5.4.3. Infecciones Oseas y Articulares.

Puede afectar estructuras osteoarticulares, bien por siembra hematdgena o por contigiiidad;
tiene la predileccion por estructuras cartilaginosas y afecta articulaciones y hueso adyacente,
tales como: Espondilitis, Artritis Esternocostoclavicular, Osteoartritis de la sinfisis pubica,

Osteitis del pie y Osteomielitis por contigiiidad.

Espondilitis. La espondilitis aguda se observa con frecuencia en pacientes usuarios de drogas
ilicitas por via parenteral en los que se ha producido previamente bacteremia por P.
aeruginosa, no necesariamente documentada; puede afectar las vértebras cervicales. Otros
factores predisponentes son las infecciones urinarias pélvicas, que pueden alcanzar vertebras
lumbosacras a través del retorno venoso (plexo Batson). En ocasiones se produce en el curso
de una sepsis nosocomial (catéter venoso), por siembra hematogena vertebral: clinicamente
aparece dolor sordo local, con disminucion de la motilidad y fiebre: el tratamiento es la
combinacion de un B-lactdmico antiseudomoénico durante 6 semanas, se puede utilizar

también ceftazidima, imipenem o ciprofloxacino).

Artritis esternocostoclavicular. Es caracteristica, aunque no exclusiva del adicto a drogas por
via parenteral y suele presentarse como monoartritis. Aparece dolor en la articulacion, en
ocasiones de larga evolucion, con signos inflamatorios locales, fiebre y limitacion de la
movilidad del hombro, con o sin endocarditis, suele haber afectacion del hueso adyacente, y
la limpieza quirargica es necesaria. El tratamiento antibiotico con un aminoglucésido mas un
B- lactamico antiseudomoénico debe prolongarse durante 6 semanas. La recuperacion

funcional es buena('3-*?),

Osteoartritis de la sinfisis pubica. Se observa como complicacion tras la cirugia pélvica o en
el adicto: los sintomas son dolor en hipogastrio, muslo o cadera, que puede acentuarse con la

marcha. A pesar de que suele afectarse el hueso subyacente, no requiere necesariamente
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desbridamiento quirurgico; el tratamiento antibiotico debe administrarse durante 4

semanas(!?,

Osteitis del pie. Es una entidad relativamente frecuente tras heridas punzantes en la planta
del pie. Afecta a las pequenas articulaciones y los huesos del pie, y se han descrito pacientes
con calzado de suela de goma colonizada por P. aeruginosa, constituyendo la herida una
puerta de entrada. La manifestacion principal es el dolor en el pie, en ocasiones con celulitis
superficial alrededor del sitio de puncion y dolor con la palpacion profunda de la herida. El
desbridamiento quirurgico precoz y el tratamiento antibidtico, 1-2 semanas con terapia

parental o bien ciprofloxacino, han tenido buenos resultados!3-%.

Osteomielitis por contigiiidad. Se engloban bajo este término diversas situaciones; como la
infeccion 6sea posfractura (abierta o cerrada), la infeccion de material de osteosintesis, la
infeccion 6sea secundaria a ulceras cronicas por vasculopatia o neuropatia la osteitis esternal
secundaria a cirugia toricica y otras. En general puede decirse que es necesario el
desbridamiento quirdrgico junto con el tratamiento antibidtico: los antibidticos mas
adecuados en esta situacion incluyen la combinacion de un aminoglucosido Mas un B-
lactamico antiseudomoénico durante 4-6 semanas. El tratamiento combinado con ceftazidima

y ciprofloxacino ha resultado efectivo!?).

5.4.4. Infecciones del Sistema Nervioso Central.

Son poco comunes las infecciones del SNC por P. aeruginosa. La afectacion del SNC casi
siempre es consecuencia de procedimientos quirurgicos o traumatismo cefalico. En general

se presentan en pacientes con factores predisponentes que le favorecen el acceso al SNC:

e Inmunodepresion (pacientes con cancer, VIH-SIDA, quemados).

e Manipulacién (cirugia, catéteres de presion intracraneal, puncion lumbar, catéteres
de derivacion ventriculoperitoneal).

e Infeccion contigua (otitis, mastoiditis, sinusitis).

e Traumatismo craneal.

e Siembra bacterémica desde un foco distante, etcétera.
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P. aeruginosa puede producir meningitis, ventriculitis y abscesos cerebrales. Las
manifestaciones clinicas de la meningitis como fiebre, cefalea y postracion, son similares a
las producidas por otras bacterias. El liquido cefalorraquideo (LCR) en meningitis no difiere
del que se encuentra en otras meningitis pidgenas. La ceftazidima se considera el tratamiento
de eleccion, ya que alcanza buenas concentraciones en LCR, también pueden utilizarse

cefepime, meropenem, ciprofloxacino o aztreonam!*3%).,

5.4.5. Infecciones Cutaneas y Tejidos Blandos.

P. aeruginosa causa un conjunto de dermatitis: Foliculitis, Ectima Gangrenoso y Panadizo.
Multiples brotes vinculados con el uso de piscinas, bafios publicos, tinas de hidromasaje.
Para evitar los brotes epidémicos, debe controlarse su proliferacion en el hogar y en sitios de

recreo con la cloracién apropiada del agua®?.

Foliculitis. Es un proceso de escasa gravedad, el contagio suele producirse a partir de agua
contaminada, en especial en piscinas, pozos termales, jacuzzis y otros tipos de bafo caliente.
La concentracion insuficiente de cloro (menor a 0.5 mg/L) permite la proliferacion de
Pseudomonas. El periodo de incubacion oscila entre unas horas y 2 dias. Se presenta con
papulas y pustulas foliculares acompafiadas de prurito intenso (Figura 13): las localizaciones
mas frecuentes son el tronco y las extremidades inferiores. Tiende a involucionar de 8 a 10

dias espontaneamente!.

Figura 13. Paciente con foliculitis pseudoménica?.

Ectima gangrenoso. Son lesiones cutaneas necroticas. La piel puede ser el punto de inicio de
la infeccion. Es mas frecuente en pacientes con inmunodeficiencias o enfermedades
generales graves, pero puede presentarse en personas sanas. El niumero de lesiones es

variable, inicia con una ampolla hemorrdgica que evoluciona a una ulcera de 1-2 cm de
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diametro, rodeada de un halo eritematoso (Figura 14). Tiene una alta mortalidad. El

tratamiento con ceftazidima intravenosa es el antibiotico de eleccion®?.

- > o 9 o -

-
Macula Papula
Bula hemorragica Ulcera gangrenosa

Figura 14. Progresién cutdnea de las lesiones por P. aeruginosa

Panadizo (Paroniquia Aguda). Se trata de una lesion secundaria a manicura excesiva o a
pequefios traumatismos. Los gérmenes involucrados son Staphylococcus aureus y raramente
P. aeruginosa. Suele afectar un solo dedo de las manos: se inicia con la inflamacién del
repliegue ungueal, que al cabo de uno o dos dias produce supuracion en zonas (Figura 15).
Puede haber linfangitis y adenopatias axilares acompafiantes, origina un dolor intenso de

caracter punsatil®®,

Figura 15. Caso de paroniquia, color caracteristico
debido a la presencia de piocianina¥.
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5.4.6. Infecciones de las Vias Respiratorias.

P. aeruginosa causa infecciones cronicas de las vias respiratorias en presencia de diversas

enfermedades o situaciones predisponentes®:

e Neutropenia.
e Ventilacion mecanica.
e Uso de antibioticos previos.

e Exploracion fibrobroncoscopica.

Las infecciones respiratorias mds frecuentes son: Neumonia Asociada a la Ventilacion
Mecanica, Infecciones Pulmonares en pacientes con Fibrosis Quistica y la Neumonia de la

Comunidad.

Neumonia asociada a la ventilacion mecanica (NAV). Este microorganismo suele producir
neumonia tardia (mas de 4 dias desde la intubacion orotraqueal) en pacientes sometidos a
ventilacion mecanica, siendo el agente mas frecuente en esta situacion. El deterioro de los
mecanismos de defensa del paciente y la colonizacién por microorganismos patoégenos de la
orofaringe, predisponen al paciente criticamente enfermo al desarrollo de NAV. Los
microorganismos llegan al epitelio de vias respiratorias bajas, se adhieren a la mucosa y

causan infeccion, a través de los siguientes mecanismos:

e Aspiracion de secreciones colonizadas procedentes de la orofaringe, o
directamente o en forma secundaria, mediante el reflujo del contenido del
estomago a la orofaringe y de alli al aparato respiratorio.

e Extension de una infeccidn por contigiiidad.

e Acarreo por via hematogena de microorganismos de otro sitio al pulmon.

e A través de la inhalacion de aire contaminado o aerosoles médicos!'3*>.

En este caso el tubo de polivinilo actia como cuerpo extrafio y P. aeruginosa produce un
glicocalix que crea un microambiente protector en el cual la penetracion de los antibidticos

es pobre!¥,

Clinicamente la neumonia es indistinguible de la producida por otros patégenos. En pacientes
con infecciones por bacilos Gram negativos debe utilizarse terapia combinada: una

cefalosporina anti-Pseudomonas (ceftazidima o cefepime) o un carbapenémico o un B-

33



lactamico con un inhibidor de p-lactamasas (piperacilina/tazobactam), mas una
fluoroquinolona antipseudomonas (ciprofloxacino o levofloxacino) o un aminoglucésido

(amikacina, gentamicina o tobramicina)(34%,

Neumonia Adquirida en la Comunidad. Es una entidad poco frecuente. Los factores
predisponentes asociados son la presencia de patologia broncopulmonar previa (enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, bronquiectasias), la hospitalizacion previa, neoplasia,
infeccion por el virus de inmunodeficiencia adquirida y el tratamiento crénico con
glucocorticoides. La mayoria de las veces se trata de una infeccion grave que puede ser

rapidamente progresiva con una mortalidad de hasta el 33%!?.

Fibrosis Quistica (FQ). Es una enfermedad genética autosdmica recesiva causada por una
mutacion en el gen cftr (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), este gen
codifica para la proteina reguladora de la conductancia transmembranal de FQ con multiples
puntos de fosforilaciéon que regulan el flujo de electrolitos y agua. La alteracion de esta
funcién produce una modificacion en la cantidad y composicion de los fluidos epiteliales
dando Iugar a una disminucion del contenido de agua de las secreciones y su
consecuentemente espesamiento, las cuales obstruyen los canales por donde se transportan
condicionando un compromiso multisistémico, cronico y progresivo, con manifestaciones
secundarias de infeccion e inflamacidén con dafio de los aparatos respiratorio, digestivo,

reproductivo y de glandulas sudoriparas®.

Es una enfermedad que produce insuficiencia pancredtica y enfermedad pulmonar
obstructiva cronica progresiva: uno de los problemas que afecta a estos pacientes son las
infecciones pulmonares de repeticion, inicialmente producidas por Staphylococcus aureus y
Haemophilus influenzae y més tardiamente por P. aeruginosa; se postula que el 70-80% de
los pacientes con fibrosis quistica estdn infectados cronicamente por esta bacteria, esto

condiciona el deterioro en la funcion respiratoria con la consiguiente morbimortalidad.
En el enfoque terapéutico varia segun la situacion clinica y la colonizaciéon de P. aeruginosa:

e Pacientes no colonizados: la administracion de aminoglucésido inhalado puede
retrasar la colonizacion.
e Pacientes colonizados: el tratamiento con tobramicina nebulizada (300mg dos veces

al dia) parece que mejora los pardmetros funcionales pulmonares (capacidad vital
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forzada, volumen espiratorio forzado en el primer segundo) y disminuye la carga
bacteriana

e Pacientes con exacerbaciones agudas en las que el tratamiento estandar aceptado es
la administracion de un [-lactdmico antiseudomoénico mas un aminoglucosido

durante 10-14 dias alternando con pautas de ciprofloxacino oral!®).

5.4.7. Infecciones Oculares.

Las infecciones oculares por P. aeruginosa: Queratitis y Endoftalmitis, ocurren sobre todo
como consecuencia de la inoculacion directa a los tejidos durante traumatismos o por lesiones
superficiales por lentes de contacto. Las cepas que causan afectacién ocular producen con
mayor frecuencia elastasas, proteasas y exotoxinas; aun en el medio practicamente avascular
de la cornea, el humor acuoso y el vitreo, es capaz de proliferar rdpidamente con la

consiguiente destruccion ocular3-9),

Queratitis. P. aeruginosa es una de las principales causantes de queratitis bacteriana. Suele
existir un antecedente traumatico que produce la rotura de la superficie corneal y que permite
la invasion. Los factores predisponentes son las lentes de contacto, tratamiento con
corticoides topicos, pacientes quemados o en coma con exposicion de la cornea, por mala
proteccion ocular. La infeccidn se inicia por una tlcera central, que va aumentando de tamafio
y se produce exudado grasoso con edema corneal; la progresion es rapida y puede ocasionar
perforacion debe considerarse una urgencia oftalmolégica (Figura 16). El tratamiento de las
ulceras en fase incipiente es la administracion de aminoglucésidos topicos; también puede
afiadirse tratamiento subconjuntival para asegurar una mayor concentracion del
aminoglucésido en la estroma corneal, la esclera y el humor acuoso; igualmente, puede
emplearse por esta via ceftazidima. En estos casos de diseminacion intraocular se requiere

tratamiento antibiotico parental!?).
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Figura 16. Ulcera corneal en paciente con
queratitis por P. aeruginosa 7).

Endoftalmitis. Es una entidad de curso fulminante que amenaza la funcion del ojo en pocas
horas. La via de acceso puede ser por inoculacion postraumatismo, cirugia acular, perforacion
de ulceras cornéales o bien por siembra hematdgena. Clinicamente hay dolor, hiperemia
conjuntival, edema palpebral, hipopion y disminucion de la agudeza visual (Figura 17). El
tratamiento antibidtico debe ser local con aminoglucosido (topico, subconjuntival,
intraocular) y sistémico con una penicilina antiseudomonica: La alternativa del tratamiento,

tanto local como parenteral, con ceftazidima parece una buena opcion!?.

Figura 17. Endoftalmitis pseudoménica con presencia de hipopidn casi total en ambos ojos*“®).

5.4.8. Neutropenia Febril.

En la neutropenia febril, ha sido de manera histdrica el microorganismo al cual es esencial
dirigir el tratamiento. Los sindromes clinicos encontrados con mayor frecuencia incluyeron
bacteremia, neumonia e infecciones en tejidos blandos que se manifestaron principalmente

en forma de ectima gangrenoso.
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Los neutréfilos constituyen el mecanismo de defensa normal del hospedador en contra de los
microorganismos y se encuentran en pacientes con neutropenia febril; por tanto, deben de
utilizarse dosis maximas de antibioticos B-lactamicos con actividad contra Pseudomonas para

el tratamiento de la bacteremia en estas situaciones®?.

5.4.9. Infecciones del Oido.

Las infecciones Oticas por P. aeruginosa varian desde modalidades leves hasta infecciones
graves que ponen en riesgo la vida con secuelas neuroldgicas, entre las cuales se encuentran:

Otitis Externa, Otitis Externa Maligna, Otitis Media Aguda y Mastoiditis. %,

Otitis Externa. La piel del conducto auditivo cartilaginoso contiene foliculos pilosos,
glandulas sebaceas, y glandulas apocrinas que se conforman la unidad apopilosebacea que
tienen la funcion de producir cerumen. El cerumen constituye una barrera mecéanica para
insectos y cuerpos extrafios. Por su composicion forma también una barrera quimica que
protege la piel del conducto auditivo a través de compuestos como lisozimas y mediante una

capa acida que genera un ambiente inhdspito para los patogenos 49,

La entidad mas frecuente producida es la otitis externa aguda. Suele producirse en individuos
con el conducto auditivo colonizado, en situaciones de humedad local o pequefios
traumatismos, favorecen la aparicion de una otitis externa, se manifiesta por dolor, eritema y
secrecion oOtica (Figura 18), su prondstico es bueno, y precisa tratamiento topico con

antibiotico (gentamicina), glucocorticoides y 4cido acético!?.

Figura 18. Paciente con otitis externa causada por P. aeruginosa®®®.
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Otitis Externa Maligna. Se presenta en pacientes debilitados con enfermedades de base,
clasicamente diabetes mellitus tipo 2. Produce la invasion desde el conducto auditivo externo
a los tejidos adyacentes circundantes, como tejido celular subcutdneo circundante, cartilago,
mastoides y resto del hueso temporal. Sin un tratamiento adecuado, el proceso avanza hasta
producir infecciéon meningea y en el parénquima cerebral. Su curso es subagudo, con otalgia
y otorrea y no siempre aparece fiebre; la afectacion neurologica inicial mas frecuente es la
pardlisis del nervio facial: La exploracion fisica del conducto auditivo externo muestra
edema, eritema y tejido de granulacion denso, que a veces hace imposible la exploracion del
conducto (Figura 19). El tratamiento debe ser combinado con antibidticos y cirugia que
comporte limpieza y desbridamiento. Tradicionalmente se ha utilizado el tratamiento
antibiotico combinado con un B-lactimico mas un aminoglucésido, de 4-8 semanas en
funcion de la extension de la infeccion. En fases menos avanzadas la monoterapia con

ceftazidima o ciprofloxacino durante 6 semanas es buena opcion‘!?,

Figura 19. Otitis externa maligna con ectima gangrenoso®?.

Otitis Media Aguda. Los lactantes durante las 6 primeras semanas de vida pueden padecer
otitis media aguda producida por bacilos Gram negativos. En estos casos, la terapia
antibidtica debe administrarse por via sistémica durante unas 2 semanas para evitar
recurrencias. En los nifios mayores, en los que la otitis media aguda requiera timpanostomia,

la administracién tépica de ciprofloxacino/dexametasona es buena opcion terapéutica'>.

38



Otitis Media Croénica. P. aeruginosa es uno de los principales causantes de otitis media
crénica supurativa tanto en nifios como adultos. El tratamiento quirdrgico
(timpanomasteidectomia) puede obviarse con terapia antibidtica eficaz, ceftazidima,
ciprofloxacino, durante 2-3 semanas, siempre y cuando no exista un colesteatoma: en casos
de alergia a los B-lactdmicos o imposibilidad de administrar quinolonas, el tratamiento con

aztreonam ha tenido resultados similares!?.

Mastoidistis. Se presenta con cuadro caracterizado por otalgia, fiebre y otorrea, puede ocurrir
abombamiento del timpano y pared posterior del conducto auditivo externo y edema

retroauricular con desplazamiento de pabellon auricular (Figura 20)2.

Figura 20. Paciente con mastoiditis®¥.

La mastoiditis suele producirse en el contexto de una otitis externa maligna o una otitis media
(nifios). La afectacion de la mastoides se produce por contigiiidad. Es habitual observar
perforacion de la membrana timpéanica y en ocasiones, paralisis del nervio facial. El
tratamiento consiste en desbridamiento quirurgico, asi como la misma pauta terapéutica
recomendada para la otitis externa maligna. En el caso de mastoiditis secundaria a otitis

media aguda en nifios se ha descrito curacion de hasta el 90% con tratamiento antibiético!®).
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5.4.10. Infecciones del Aparato Gastrointestinal.

P. aeruginosa puede producir patologia en cualquier parte del tubo digestivo: Enterocolitis
Necrosante e Infeccion Perianal, aunque a menudo la infeccion es clinicamente inaparente:
la colonizacion del aparato gastrointestinal es comun en pacientes ingresados con nutricion
enteral, cirugia previa, endoscopia, ventilacion mecénica, antibiotico de amplio espectro, etc.
En pacientes inmunodeprimidos (especialmente recién nacidos y pacientes hematologicos
con granulocitopenia), la colonizacion del tubo digestivo puede ser la puerta de entrada de la

bacteremia, sin que haya necesariamente signos clinicos abdominales.

Enterocolitis Necrosante. En nifios pequefios y pacientes con granulocitopenia P. aeruginosa
puede producir colitis necrosante grave con ulceraciones en el ileon terminal y el colon e
invasion secundaria de la submucosa y capa muscular, responsables de la perforacion y
sepsis. El cuadro se manifiesta con fiebre, dolor abdominal, deposiciones ocasionales
sanguinolentas, distencion abdominal, etc. Otros enteropatégenos como Klebsiella spp. y
Escherichia coli, pueden producir un cuadro similar. El tratamiento consiste en soporte

hidroelectrolitico, antibidticos y, si cabe cirugia.

Infeccién perianal. Se describe en paciente granulocitopénicos, en ocasiones con poca
expresividad clinica local al estar disminuida la respuesta inflamatoria. Tiende a extenderse
a estructuras vecinas, como perineo, fosa isquiorrectal y retroperitoneo, y también a originar
bacteremia. En general, el tratamiento médico de la infeccion perianal con antibidticos es

suficiente en la mayoria de los casos!!¥,
5.4.11. Sepsis.

Debe sospecharse la etiologia de un agente bacteriano oportunista en situaciones clinicas que
presenten ectima gangrenoso, neutropenia y manifestaciones gastrointestinales; debiendo
iniciarse tratamiento antimicrobiano empirico con cobertura para este patdgeno en forma

precoz.

Es frecuente el desarrollo de ectima gangrenoso en pacientes inmunocompetentes, esto se
debe, presumiblemente, a que es necesario un sistema inmune adecuado para desarrollar el

intenso proceso de inflamacion y de necrosis hemorragica, caracteristicas de esta entidad.
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La neutropenia corresponde a un estado transitorio que estd vinculado a la accioén de las
toxinas, ocurriendo ademas un fenémeno de inmunosupresion transitoria producto de la
actividad supresora de los linfocitos y neutréfilos por parte de la capsula de polisacéridos y
por la inhibicion de la quimiotaxis y funcion de los neutréfilos a través de las elastasas A 'y

B, producidas por la bacteria.

Las manifestaciones gastrointestinales van desde una gastroenteritis leve hasta un
compromiso grave de todo el tubo digestivo, con isquemia, necrosis y perforacion del ileon

distal, colon y recto®?),
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5.5. Diagnostico de Laboratorio.

5.5.1. Recoleccion y transporte de la muestra.

Tabla . Tipo de muestra y su procesamiento segun la manifestacién clinica en diagnostico microbioldgico de
P. aeruginosa(®83%4554-57),

Manifestacion

Muestra

Obtencion de

Procedimiento

Interpretacion de

clinica biologica muestra resultados
Bacteremia Sangre Catéter Hemocultivo Hemocultivos positivos:
relacionada a Puncién central y periférico | Identificaciéon temprana
catéter periférica de hemocultivo central 2
horas antes que el
periférico (método
cualitativo).
Diferencia de 3 a 5 veces
mayor en hemocultivo
central con respecto al
periférico (método
cuantitativo).
Catéter Segmento de 5 | Cultivo Crecimiento de >15 UFC
cm (método
semicuantitativo)
>102 UFC  método
cuantitativo.
Exudado Muestra  del | Cultivo -
drenaje Tincion de Gram
Endocarditis Sangre - Hemocultivo -
Infecciones en | Orina Chorro medio | Cultivo >100,000 UFC/mL Gram
vias urinarias negativo
>10,000 UFC/mL Gram
positivo
Cateterismo 10,000mL UFC/mL
vesical
Aspiracion 1,000 UFC/mL.
suprapubica
Infecciones Liquido sinovial Puncion Cultivo -
asociadas a | Tejido peri- | articular
dispositivos implante 3 muestras de
ortopédicos tejido
(membrana,
tejido blando
y/o hueso)
Sangre Hemocultivo

42




...Continuacion Tabla 9. Tipo de muestra y su procesamiento segun la manifestacion clinica en diagnostico

Manifestacion

microbiolégico de P. aeruginosa (38:3%455457),

Muestra
biologica

Obtencion de

Procedimiento

Interpretacion de

clinica muestra resultados
Meningitis LCR Punciéon Tincién de Gram | Presencia de leucocitos
lumbar (>6 células/mL).
Examen fisico Apariencia turbia
Examen 1000-10000 cel/mL
microscopico Neutrofilos >60 %
Examen quimico Concentracion de
glucosa <45mg/dL
Proteinas 50 g/dL.
Relacion glucosa
LCR/plasma <0.3.
PCR
Aglutinacion  de
latex
Determinacion de
proteina C
reactiva.
Infecciones de | Abscesos cerrados | Aspiracion con | Tincion de Gram | Cultivo semicuantitativo
piel y tejidos jeringa y aguja (>1,000,000 UFC/g)
blandos de la pus. Cultivo cuantitativo ()
Heridas abiertas Frotar con
torunda de | Cultivo cualitativo
algodon un | Cultivo Herida quirargica >15
areade 1 cm? | semicuantitativo UFC/placa
Pus Aspiracion con | Cultivo Crecimiento entre 30 y
jeringa y aguja | cuantitativo 300 colonias de un nico
Tejidos Biopsia morfotipo.
Neumonia Secrecion Aspirado Tinciéon de Gram | Polimorfonucleares y
asociada a | bronquial bacterias
ventilacion Evaluacion de | Leucocitos/células
mecanica celularidad epiteliales
Cultivo
semicuantitativo Crecimiento moderado-
Cultivo alto
cuantitativo >100,000 UFC/mL
Lavado
bronqueoalveolar 104 UFC/mL.

No se requieren

muestras.

5.5.2. Meétodos de deteccion directa

consideraciones especiales para la recoleccion y el

transporte de las

En la tincion de Gram de las muestras aparecen como bacilos Gram negativos medianos y

rectos(!D,
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También existen pruebas de deteccidon directa rapida con anticuerpos fluorescentes para

identificar antigenos en improntas, extendidos y secciones de tejidos.

Las improntas deberan prepararse siempre a partir de biopsias transbronquiales y a pulmon

abierto”.
5.5.3. Cultivo

Crece bien en medios comunes como agar sangre de carnero al 5% y agar chocolate. Crece
bien en los caldos de los sistemas de hemocultivo y en los caldos nutritivos comunes, como

el tioglicolato y la infusion de cerebro y corazon‘!V.
Agares selectivos:

Agar Cetrimida: es un medio de aislamiento para la deteccion de P. aeruginosa a partir de
muestras de origen diverso. El agar Cetrimida estimula la produccién de piocianina y
fluoresceina. Su formulacién se basa en una optimizacion del medio King A: la adicion de

un amonio cuaternario inhibe el crecimiento del resto de microorganismos®®,
chromID™ P, aeruginosa

La identificacion directa se basa en la coloracion especifica violeta de las colonias que
producen aminopeptidasa. Provee una rapida deteccion antes de su conversion en
fenotipo mucoide, asi como un temprano tratamiento agresivo mediante los antimicrobianos

apropiados, contribuye activamente a limitar la gravedad de la infeccion (Figura 28)%.

5.5.4. Condiciones y duracion de la incubacion.

El crecimiento en agar sangre y chocolate en didxido de carbono o aerobiosis, se observa

dentro de las 24 a 48 horas posteriores a la siembra‘!?,

El crecimiento en agar MacConkey que solo debe cultivarse en aerobiosis a 35 °C, también
se detecta en ese mismo lapso: en medios de cultivos selectivos puede requerirse la

incubacion a 35 °C en aerobiosis durante 72 hrs. para detectar desarrollo!D.
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5.5.5. Aspecto de las colonias.

Tabla 10 Morfologia colonial de P. aeruginosa en agares representativos>1%5%61),

Agar
Sangre

Morfologia colonial

Esparcidas y planas, con bordes dentados;
desarrollo confluente, a menudo muestran
un brillo metalico; pigmentacion verde
azulada, roja o parda; las colonias a menudo
son B-hemoliticas (Figura 21); olor a uvas
o a harina de maiz; las colonias mucoides se
ven en muestras provenientes de pacientes
con fibrosis quistica (Figura 22).

Mueller-Hinton

Colonias de diametro de 3 a 4 mm, color
verde azulado que difunde en el agar
(Figura 23).

Medio King A Produccién de piocianina.

Medio King B Produccion de pioverdina.

MacConkey Colonias, redondas, incoloras, no
fermentadoras de lactosa (Figura 24).

Cetrimida Colonias redondas, lisas, de borde regulares

que presentan una pigmentacion verde
espontanea y fluorescencia verde bajo luz
ultravioleta (Figura 26).

Medio Hugh-Leifson

Produccion de acido por oxidacion de la
glucosa. (Figura 27)

Siembra en Agar hierro de Kligler (KIA)

Imagen alcalina de color rojo en todo el
tubo, SH> Negativo, gas Negativo.

Figura 21. Colonias de P. aeruginosa color gris verdoso de 6 a 8 mm de didmetro
en placa de agar sangre, se observa hemolisis B,
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Figura 22. Morfotipo mucoide de P. aeruginosa: Colonias secas de tono plateado
en placa de agar sangre, no se observa hemolisis(.

Figura 24. Cultivo de P. geruginosa, En agar MacConkey (izquierda)
se observan colonias de color rojo pardo, Lactosa (-),
sin embargo un crecimiento de cepas mucoides no
exhibe tales caracteristicas (derecho) 9,
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Figura 25. P. aeruginosa en agar Tripticasa de soya

muestra un color azul verdoso (izquierdo) ),

Figura 27. Reaccidn oxidacion fermentacion en medio Hugh-Leifson.
Acidificacién oxidativa de la glucosa en aerobiosis (izquierda).
Ausencia de crecimiento en anaerobiosis (derecha) ¢1.
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entilxcacon duecla de P aengiiosa Mortotipos de P aeruginosa Visualizacon de colonias die

£n 18-24 horas en muestras de fibrosis quistica P aerugiiosa de color dorado-metaico

Figura 28 Crecimiento de colonias de P. aeruginosa en agar chromID™ P. aeruginosa®?.

5.5.6. Métodos de identificacion.

Un esquema fiable para la identificacion incluye las pruebas y caracteristicas convencionales

siguientes:

e Produccién de oxidasa.

e Agar inclinado TSI con reaccion alcalina/sin cambios (K/NC)

e Buen crecimiento a 42 °C.

e Produccion de pigmento brillante de color verde azulado, rojo o castafio, difusible
en agar de Mueller-Hinton o agar Soya tripticasa.’

e Alcalinizacion de acetamida.

e Desnitrificacion de nitratos y nitritos.

e Moviles con flagelo polar y monotrico-!1.,

El diagnoéstico de la especie es muy complejo, comprende un gran niimero de pruebas que
van desde el nimero de flagelos, actuacion sobre azucares y aminoacidos, crecimiento a
diferentes pH, temperatura y salinidad disgenésicos, etc., hasta la acumulacién intracelular
de B-hidroxibutirato como fuente de carbono, que es el criterio internacional de separacion

en secciones de este género®.
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Tabla 11. Pruebas bioquimicas caracteristicas de diversas especies de Pseudomonas

Motilidad

esoulbnuiae 'd

suadsalon|} 'd

eljiydoyew ‘d

(62)

sijigowioned "¢

1maxoid d

19|[rewopnasd ‘g

118Z1N1s 'd

S9J1B|NJISaA "d

Crecimiento a 37 C

Crecimiento de 20-22 C

Pigmento café

<|+|+|+

Pigmento violeta

Pigmento verde

Pigmento amarillo

Pigmento naranja

Crecimiento en agar MacConkey

Oxidasa

Oxidacion en medio O-F

++|+]

++|+]

++ |+

4+ |1

++|+]

++|+]

Alcalinizacion en medio O-F

Reduccion de nitratos a nitritos

4+ |1

Citrato en medio Simmons

Citrato de medio Christensen

Ureasa

<|+[+]

Produccién de gelatinasa

<|<|<]

Crecimiento en medio KCN

<|+|<[+|+]|+]|"

< <l<l+H+H<]

<|<|<|+H|+|<|

HH|<[ ][+ +]

<

HzS (papel PbAc)

Gluconato

Malonato

+|<|

< 1

< 1

ONPG

Formacion acido a partir de
10% Glucosa

+

+ <<

+

10% lactosa

Formacion acido a partir de Glucosa (en
medio de peptona)

<|+

<<l <

<|<

<<

Formacion acido a partir de Glucosa (en
medio con sales de amonio)

+

+

+

+

Adonitol
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<|+|<

<|+]

+ |+

+ 4]

Dulcitol
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Etanol

Fructosa

Glicerol
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+ 4]
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Inositol

<<+ <]

++]<|
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Maltosa
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Manitol

< 1

<|<|

F [+ [+ [<][FH]+H]+H[<

<|<|

Rafinosa

<|H|+H|+H|[+|F]|+H]

Ramnosa

< 1

Salicin

<<+

Sorbitol

<

Sucrosa

<|+[+]|

<<

+
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...Continuacién Tabla 11 Pruebas bioquimicas caracteristicas de diversas especies de Pseudomonas'®?.

o o v R R o o o
& = g S & § § &
5 @ 5 3 £ 9 = 5
2 - = 8 5 =
5] ) ) = = w
» @,
Trealosa \% + \ + - + \ + - - -
Xilosa + + + - - + + \% + \% -
Fenilalanina - - - - - - - - - - -
Arginina dihidrolasa - + + - - - + + N -
Lisina descarboxilasa - Vv - - AV - - - - - -
Ornitina descarboxilasa - \% - - - - - - - -
Reduccion de selenito \4 - - - - - - - - -
Hidrolisis de caseina + + \Y% - + - - + - - -
Produccion de desoxirribonucleasa \% - - - + \Y - - - - -
Arginina Thornley + - + + - - - + + A -
Hidrolisis de Tween 20 + + AV + + + + + AV/ + +
Hidrolisis de Tween 80 + + \Y% \Y% + + + \% - + \Y%
Hidrolisis de tirosina + + + + + + + + + \Y% \Y%
Tirosina, pigmento café \Y - \Y - + A% - - A% \% +
Reduccion de nitritos + - - - - - - - + -
Crecimiento de PHBA + + + + Vv + + + + + +
Acumulacion de PHBA - + + - + + + - - +
Hidrolisis de bilis-esculina \Y \Y - - AV + - Vv - - -
Crecimiento en presencia de cetrimida + \% + - \% - - \% + \Y4 -
Fluorescencia-medio King’s \Y - \ - - - - - \Y - -
Crecimiento a 5 C - - \Y% - - - - - V | V -
Crecimiento a 42 C + Vv - Vv Vv - Vv + - + -
Produccion de 3-cetolactosa - - - - - - - - - - -
Produccion de lecitinasa + + \Y \Y% \Y - \Y + - AV -
Hidrolisis de almidon - - - - - v - - - d -

Las cepas mucoides aisladas en pacientes con fibrosis quistica pueden no exhibir el pigmento
caracteristico y reaccionar con mayor lentitud en las pruebas bioquimicas estandares, es
conveniente conservar los cultivos hasta 7 dias antes de considerarlos negativos. Esta
actividad lenta es lo que a menudo ocasiona que impide la identificacion de con los sistemas

comercialesV:

e Sistemas estandarizados para la identificacion mediante pruebas bioquimicas, por
ensayos de bacteriologia analitica y procesos que involucran al genoma bacteriano:
Oxi-FERM, API 20E, API 20NE, Sistema Remel N/F, sistema Crystal
enteric/Nonfermenter (Tabla 13)©%63),

e Me¢étodos automaticos para la identificacion de bacterias no fermentadoras como P.

aeruginosa:

50




IS

i

Sistema Vitek Legacy.

Sistema Vitek 2.

Sistemas Microscan Walkaway-96, Walkaway-40 y Autoscan 40
Sistema sensitive AP80

Sistema Phoenix(?.
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Tabla 12. Sistemas estandarizados para la identificacién de P. aeruginosa mediante pruebas bioquimicas!”®%.

Sistema

estandarizado

Compaiiia

Descripcion

Pruebas

Ventajas y/o desventajas

compuesto por 8 pruebas
convencionales, 12  pruebas de
asimilacion y una base de datos para
identificar al microorganismo. Genera
un perfil de 7digitos.

Reduccion de nitrato, TRP:
triptéfano, GLU: glucosa, ADH:
Arginina  dihidrolasa, UREA:
Ureasa, ESC: Hidrolisis de
esculina, GEL: gelatina, PNPG: (-

galactosidasa

PRUEBAS DE ASIMILACION:
GLU: D-Glucosa, ARA: L-
Arabinosa, MNE: D-manosa,

MAN: manitol, MAL: maltosa,
GNT: D-gluconato, CAP: Caprato,
ADI: adipato, MLT: L-Malonato,
CIT: citrato, PAC: fenilacetato.

Tubo Becton Consiste en un tubo de plastico con | OF anaerobia de dextrosa, arginina | Su disefio limita el crecimiento
Oxi/Ferm( Dickinson compartimentos, compuesto por 8 | dihidrolasa, produccion de gas | 6ptimo de los microorganismos
pruebas  convencionales para la | nitrogeno, SH, e indol (ambos se | aerobios estrictos. La cantidad de
identificacion de Gram negativos | leen en el mismo compartimento, | inoculo es pequefio por lo que hace
oxidativos-fermentativos (OF). OF de xilosa, OF aerdbica de | dificil detectar los productos
dextrosa, urea y citrato de | bioquimicos de los no

Simmons. fermentadores.

API 20E Biomérieux. | Disefiado para la identificacion de | ONPG, Arginina dihidrolasa, | En la identificacion de P.
entero bacterias, consiste en una banda | Lisina descarboxilasa, Ornitina | aeruginosa es confiable en un 99%,
de plastico con 20 capsulas | descarboxilasa, citrato, sulfuro de | sin embargo para otros no
miniaturizadas que contienen sustratos | hidrogeno, wureasa, Triptéfano | fermentadores se han reportado
deshidratados y una camara de | desaminada, Indol, Voges- | fallas debido a reacciones falsas
incubacion de plastico. Genera un perfil | Proskauer, Gelatina, Glucosa, | negativas sobre todo de citrato y
de 9 nlimeros. Manitol, Inositol, Sorbitol, | licuefaccion de gelatina.

Ramnosa, Sacarosa, Melobiosa,
Amigdalina, Arabinosa.
API 20 NE Biomérieux. | Es una modificacion del API 20E. Esta | PRUEBAS BIOQUIMICAS: NO: | La base de datos esta construida de

acuerdo con las reacciones
obtenidas a una temperatura de
incubacion de 30 C (en lugar de los
35 C a 37 C convencionales).

Se toman lecturas después de 48
horas de incubacion.
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..Continuacion Tabla 12 Sistemas estandarizados para la identificacion de P. aeruginosa mediante pruebas bioquimicas”-®%.

Sistema Compaiiia Descripcion Pruebas Ventajas y/o desventajas
estandarizado

Sistema Remel Consta de 3 componentes, (1) Un tubo | Utilizacion de glucosa, xilosa, | La placa Uni N/F estd bien
Remel N/F GNF estrangulado que detecta | manitol, lactosa y maltosa, | construida para evaluar la mayoria
fermentacion de glucosa y N> (por | asimilacion de  acetamida, | de los no fermentadores apoyan el
debajo del estrangulamiento) y | hidrolisis de esculina y urea, | crecimiento de  cepas  con
produccion de fluoresceina en la | actividad de DNAsas y de | requerimientos especiales, ademas
porcion inclinada (por encima del | ONPG, produccion de indol y | permite visualizar directamente el
estrangulamiento). (2) Un tubo 42P | sulfuro de hidrogeno. crecimiento de las colonias.
no estrangulado se utiliza para evaluar La capacidad de este sistema para
el crecimiento a 42 C y la produccion detectar P. aeruginosa mediante el
de pigmento de piocianina. (3) Una tubo GNF estrangulado y el tubo
placa Uni N/F Tek circular que 42P no estrangulado ahorra tiempo.
consiste en 11 pozos periféricos Existen  problemas en la
sellados en .forma independiente que interpretacion de la reaccion de gas
contienen agar convencional N, en el tubo GNF y la prueba de
indol.
Sistema Becton Meétodo de identificacion | Las reacciones incluyen | Comparado con el APINE (41/45),
Crystal Dickinson miniaturizado que utiliza sustratos | fermentacion oxidacion, | el numero de identificaciones
enteric/Nonfe convencionales 'y  cromogénicos | degradacion e hidrolisis de | correctas de P. aeruginosa (36/45).
rmenter modificados. Comprende 1) La tapa | distintos sustratos ligados a | El tiempo de incubacion es menor
BBL Crystal que contienen 30 | cromogenos. de 18 hrs.
sustratos deshidratados sobre los
extremos de puntas de plastico.
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...Continuacion Tabla 12. Sistemas estandarizados para la identificacién de P. aeruginosa mediante pruebas bioquimicas”'e‘”

Sistema Compaiiia Descripcion Pruebas Ventajas y/o desventajas
estandarizado
Sistema Remel Micrométodo que consiste en | Arginina dihidrolasa, Utilizacion de tiol | Es el tnico sistema de prueba con
Rapld NF 10 cavidades de reaccion en | alifatico, Hidrolisis de triglicéridos, | un periodo de incubacion de 4
Plus una bandeja e plastico. | hidrolisis enzimatica de glucdsido o | horas, no automadtico, disponible
Contienen reactivos | fosfodiéster  ligado a  sustratos | para la identificacion de no
deshidratados. nitrofenilicos libera o-nitrofenol p p- | fermentadores.

nitrofenol amarillo, Hidrolisis de urea,
Utilizacion de  glucosa, hidrélisis
enzimatica de sustrato ligado a J-
naftilamina (prolina, pirrolidina, 7y-
glutamil, triptéfano, N-benzil-arginina)
libera B-naftilamida que es detectada con
el reactivo Rapld NF Plus. Utilizacion
triptéfano con formacion de indol.
Reduccion de nitrato de sodio.
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Las cepas de P. aeruginosa pueden ser caracterizadas mediante:

Serotipia: Es compleja por las reacciones cruzadas que aparecen y el nimero limitado
de serotipos existentes.

Fagotipia o lisotipia: Es mas sensible, pero la inestabilidad de los tipos la hace de
dudosa aplicacion.

Piocinotipia: Es la técnica mas utilizada y permite la diferenciacion de gran cantidad
de tipos (expresados con nimeros arabigos) y subtipos (con letras mintsculas). Se
usan unas cepas de referencia y se observa la inhibicién de su crecimiento por la
bacteriocina de la cepa problema; este método clasico se ha sometido a multiples
variantes que permiten un mejor tipado aun de las cepas; asi, la piocinosensitipia, en
la que las cepas indicadoras son las que producen la bacteriocina e inhiben o no la
cepa problema. La piocianinotipia o clasificacion por la produccion de 2, 3,4 0 5

pigmentos, mediante espectrofotometria infrarroja, no ha entrado en la practica®®.
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5.6. Estructura del genoma.

Actualmente se encuentra disponible en linea la secuenciacion del genoma de P. aeruginosa.
Tal secuencia es de interés debido que proporciona idea del papel de esta bacteria como
patdgeno, y porque ofrece nueva informacion sobre la relacion entre el tamafio del genoma,

complejidad genética y versatilidad de esta bacteria®>).

Su genoma tiene 6,3 millones de pares de bases (mpb), es notablemente mas grande que la
mayoria de los 25 genomas bacterianos secuenciados (Tabla 13). Se han reportado arreglos
genéticos en su extenso genoma, que incluyen la pérdida o adquisicion de largos bloques de

ADN, contribuyendo a las variaciones en el tamafio del genoma entre 5.2 y 7 mb(®> 69,

Tabla 13. Tamafio de los genomas y nimero de genes de diversas bacterias®”).

Especies Tamaiio de Nuiamero de
genoma genes
(mb)

P. aeruginosa PAO1 6.26 5,700

Escherichia coli K12 4.64 4,400

Vibrio cholerae El Tor 4.03 4,000

N16961

Streptococcus pneumoniae 2.16 2,300

Mycoplasma genitalium 0.58 500

Se ha propuesto que el gran tamafio del genoma y la complejidad genética reflejan las
adaptaciones evolutivas que le permiten prosperar en diversos nichos ecolégicos(Figura 29).
El anélisis de la secuencia completa del genoma revela muchas pistas sobre la versatilidad
de la bacteria y sus capacidades para transportar, metabolizar y crecer en numerosas
sustancias organicas, sus sider6foros como sistemas de captacion de hierro, y la capacidad
mejorada para exportar compuestos (por ejemplo, enzimas y antibidticos) por un gran nimero
de sistemas de flujo y la secrecion de proteinas. P. aeruginosa potencialmente posee cuatro
sistemas de quimiotaxis, al menos uno de los cuales contribuye a su capacidad de formar
biofilms. Asi, este organismo se puede mover facilmente a las condiciones mas favorables o
consolidar y 'cavar' para la colonizacidon persistente de un microambiente particular. En
consonancia con su mayor complejidad genética, tiene el mayor porcentaje de genes

dedicados a sistemas de mando y control (por ejemplo, sensores ambientales y reguladores
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transcripcionales) observados en un genoma bacteriano.  Estos genes reguladores
presumiblemente modulan las diversas capacidades genéticas y bioquimicas de esta bacteria

en condiciones ambientales cambiantes©,

Pseudomonas aeruginosa
strain PAO1
6,264,404 bp

|

Figura 29. Genoma de Pseudomonas aeruginosa cepa PAO1(68),

El genoma comprende un mosaico de genes especificos de la especie que va del 70 al 90%
de la secuencia de ADN de una cepa. Esta proporcion varia de acuerdo con la cantidad de
informacion accesoria que cada cepa tiene, pero el orden de los genes propios de la especie
esta conservado entre todos los aislamientos. Estos bloques de ADN se interrumpen por
secuencias especificas de cada cepa que pueden ser de entre 1 a 200 kb, conocidos como islas
genomicas (GEIls, genomic islands), que son adquiridas por trasferencia horizontal.
Dependiendo de sus funciones son codificados y le confieren cierta ventaja en el estilo de
vida de la bacteria. Se han descrito un largo nimero de GEIs en el cromosoma de P.
aeruginosa (PAGI). Las Islas de patogenicidad (PAPI) son islas gendmicas especializadas
que codifican para factores de virulencia (Tabla 14). Los factores de virulencia son
codificados en plasmidos o genes cromosomicos, como /asB (Codifica para elastasa), toxA
(exotoxina A), pil4 (fimbria tipo IV), plcH (fosfolipasa C), phzA1 (biosintesis de proteina
fenazina), foxR (regulador transcripcional) y lecA (lecitina). Se sugiere que su patogenicidad
es multifactorial, requiere la accidon acumulativa ( y coordinada) de multiples factores,

algunos componentes basicos del genoma y otros localizados en islas genomicas©6-6%7D,
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Tabla 14. Islas de patogenicidad del genoma de P. aeruginosa®®7°72),

Isla Tamaiio ORFs Cepa Sitio de Funcion
gendémica (open insercion
reading
frames)
PAGI-1 48, 893 bp 51 X24509 | PA2217 Resistencia a estrés
oxidativo.
PAGI-2 104, 955 bp 111 CepaC | tRNA-Gly | Transporte de iones y
(PA2830) metales pesados, biogénesis
del Citocromo C,
Resistencia al mercurio.
PAGI-3 103,304 bp 106 Cepa tRNA-Gly | Transporte de aminoacidos,
SG17M | (PA2830) coenzimas y porfirinas.
PAGI-4 23.4 kb - CepaC | tRNA-Lys | -
(PA0976)
PAGI-5,- 99 bp 2 kb 201 —_—
6,-7, -8, -9,
-10, -11.
PAPI-1 107,899 115 PA14 tRNA-Lys | Posible efector tipo II. Pili
(PA4541) tipo IV. Dos componentes
del  sistema  regulador
(pvrR/PA14 59800,
rcsB/resC), bacteriocina
(piocianina S5).
PAPI-2 10,722 15 PA14 tRNA-Lys | Exotoxina y su chaperonina
(PA0976) (ExoU/SpcU).
Glycosylati - -- PAK Flg/fliC| Glicosilacion de flagelina.
on
ExoU 81 kb - 6077 tRNA-Lys | Exotoxina y su chaperonina
island A (PA0976) (ExoU/SpcU).
ExoU 30 kb --- 19660 tRNA-Lys | Exotoxina y su chaperonina
island B (PA0976) (ExoU/SpcU) .
ExoU 4 kb --- X13273 | tRNA-Lys | Exotoxina y su chaperonina
island C (PA0976) | (ExoU/SpcU).

La secuencia de los genes comunes esta altamente conservada entre los distintos aislamientos
de esta bacteria, a excepcion del gen piliA que codifica para la fimbria tipo IV y que presenta
un gran polimorfismo. De hecho la variabilidad de las secuencias especificas es 10 veces
menor que la que presentan distintas cepas de E. coli o Salmonella, lo que sugiere una alta
tasa de recombinacién entre la poblacion de esta bacteria. La alta frecuencia de
recombinacion entre las distintas clonas, comparada con la relativamente menor tasa de

mutaciéon espontdnea, mantiene una informacidon genética comun a toda la especie.

Contrariamente a lo que ocurre con otras bacterias patdogenas, no existen clonas de asociadas
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con el desarrollo de una enfermedad, por lo que la frecuencia de las distintas clonas es la
misma entre los aislamientos ambientales y clinicos. Esto es, en una determinada region
geografica se encuentra que la frecuencia con la que se aisla una cepa es la misma si se
muestrean hospitales, pacientes con distinto tipo de infecciones o se toman muestras
ambientales. Sin embargo existe una gran variabilidad genética entre distintos aislamientos
de esta bacteria aunque sean aisladas de la misma region, y se ha encontrado una alta

frecuencia de rearreglos génicos. Esta variabilidad tiene caracteristicas muy particulares®.

Ha sido secuenciado el genoma de P. putida KT2440, es una bacteria ambiental
estrechamente relacionada con P. aeruginosa, al grado de que 85% del genoma de P. putida
KT2440 tiene homologos en el genoma de P. aeruginosa PAOI. Sin embargo, existen
diferencias notables, entre otras la ausencia en P. putida KT2440 de los genes que codifican
para los principales determinantes de virulencia que en P. aeruginosa estan regulados por la

respuesta sensora de quorum, incluyendo a los ramnolipidos(®).

Las infecciones causadas por esta bacteria son particularmente dificiles de tratar debido a la
resistencia intrinseca a los antibidticos. Pareceria que, en el curso de la evolucion ha
desarrollado mecanismos para resistir compuestos antimicrobianos de origen naturales
adquiriendo asi la diversidad funcional necesaria para competir con otros microorganismos
en una variedad de entornos. Los sistemas de flujo de salida que se han identificado podrian
contribuir a esta resistencia intrinseca. Asi mismo diversidad metabdlica y capacidad de
adaptacion permiten que pueda prosperar y competir con otros microorganismos y

probablemente contribuyen a su alta resistencia intrinseca a los antibioticos.

El conocimiento de la secuencia completa del genoma y sus procesos de codificacion ofrecen
informacion para el descubrimiento y explotacion de nuevos antibioticos, la esperanza para
el desarrollo de estrategias mas eficaces para tratar las infecciones oportunistas causadas por

P. aeruginosa, potencialmente mortales en seres humanos®,
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5.7.  Plasmidos.

El cromosoma bacteriano contiene todos los genes necesarios para el crecimiento y la
reproduccion de la célula, virtualmente todas las células contienen moléculas de DNA

adicionales conocidas como plasmidos 7).

Una gran variedad de plasmidos han sido aislados de algunas especies de Pseudomonas,
como son los plasmidos con factor R, que inactivan ciertos antibioticos y plasmidos con

factor S capaces de transferir sus genes de resistencia al cromosoma bacteriano!’,

Este microorganismo posee una enorme versatilidad metabdlica, la cual parece deberse al
gran nimero de genes cromosomales que codifican para enzimas con actividades novedosas.
Los plasmidos que se presentan codifican para resistencias a antibidticos o a metales y su

extensa distribucién representa un problema clinico 7.

Debido a su naturaleza patogena de P. aeruginosa, existen diversos estudios para caracterizar
su resistencia a antibioticos (Tabla 15). Han sido reportados en esta bacteria, plasmidos que
median la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y penicilinas por medio de B-
lactamasas, plasmidos que acarrean los genes para enzimas modificadoras de
aminoglucosidos: Acetiltransferasas y fosfotransferasas. .Asi como plasmidos que le brindan

resistencia cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclinas(’>7%).

Tabla 15 Propiedades de los R-plasmido de Pseudomonas que actian inactivando la
enzima especifica para estos antibidticos!’®

Plasmido Propiedades

RP1, RP4, RK2 P1 Cb, Km, Tc, Tra* 56.6

pMG1 P2 Sm, Su, Gm, Hg, 500
Mob*

RSF1010, RIb679 P3 Cb, Gm, Su Tra* 8.7

Pms350 P9 Sp Sm, Su, Km, Cm 49

pSa No Clasificado | Sp, Sm, Su, Km, 39
Cm, Gm, Tra

Cb:Carbenicilina, Km:Kanamicina, Tc:tetraciclina, Tra*: Representa la habilidad de autotransmitirse,
Sm:Estreptomicina, Su:Sulfonamidas, Gm:Gentamicina, Hg:Mercurio, Mob*:Representa la habilidad de
movilizarse por un plasmido conjugativo , Cm: Cloramfenicol. Sp:Espectinomicina.
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Algunas Pseudomonas poseen plasmidos de resistencia para iones metalicos, pesticidas y luz

ultravioleta (UV)(Tabla 16) 7%

Tabla 16. Plasmidos que confieren resistencia a iones
metalicos en especies de Pseudomonas'’®,

Plasmido Resistencia

pMR1, pMERPH | Cd, Co, Hg, Ar,Cry
Te

pCMSI1 Organofosforados

pMG2 Luz UV

Los plasmidos que codifican para la resistencia a metales pesados son aspectos importantes
en la investigacion ambiental, debido a sus potenciales usos en la fabricacion de biosensores
y procesos de biorremediacion7?.

Una de las caracteristicas de las bacterias del género es su gran capacidad para catabolizar
distintos hidrocarburos aromaticos y alifaticos. Esta caracteristica generalmente esta
codificada en plasmidos, llamados catabolicos que casi siempre se encuentran en cepas de P.

putida y rara vez en P. aeruginosa.

Es interesante mencionar que si bien son frecuentes los plasmidos que confieren resistencia
a antibidticos y metales pesados entre los aislamientos no lo son tanto como para considerar
que estos elementos genéticos formen parte de su genoma. Por otra parte, no existen datos
que sugieran que los plasmidos tengan un papel en la alta tasa de recombinacion que presenta

esta bacteria. 79,
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5.8.  Bacteriofagos.
Los bacteriofagos son virus que infectan a las bacterias, estan formados por dos componentes
basicos; proteina y acido nucleico. La proteina forma una cubierta o capside dentro de la cual

estd contenido el genoma de acido nucleicos. El tamafio varia enormemente de alrededor de

1.6 Kb en los fagos mas pequefios a més de 150 Kb (Tabla 17)©7,

Tabla 17. Caracteristicas de algunos bacteriéfagos tipicos y sus genomas®?.

Fago Hospedero Estructura Estructura  Tamafio del Numero de
de la del genoma genoma genes
capside

PM2 P. aeruginosa | Icosaédrica | RNA lineal, 10 Alrededor de
segmentado, 21
bicatenario

A E. coli Cabeza y | DNA  lineal 49.5 48

cola bicatenario

®X174 | E. coli Icosaédrica | DNA circular 54 11
monocatenario

f6 Pseudomonas | Icosaédrica | RNA lineal, | 2.9,4,6.4 13

phaseolicola segmentado,

bacteriano

M13 E. coli Filamentosa | DNA circular 6.4 10
monocatenario

El bacteriofago PM2 presenta doble cadena de DNA, cépside poliédrica y una placa basal

con espinas.ademas posee una capside rica en lipidos (Figura 30)7%"7

e
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Figura 30. DNA del bacteriéfago PM2 en su forma circular abierta
(a) y superenrollada (b) la barra representa 0.2 78

Se han observado un gran ntimero de bacteriofagos. Actualmente estdn disponible en el

National Center for Biotechnology Information databases, 38 genomas completos!’®.
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Dada su naturaleza infectiva y destructiva, los bacteriéfagos han sido utilizados en la terapia
contra algunas bacterias, actualmente se consideran una alternativa de tratamiento debido a
la crisis acelerada de la resistencia a antibidticos, sin embargo diversos obstaculos se oponen

tales como:

e La contaminacion de las reservas de bacteriéfagos con toxinas y desechos
bacterianos que causan sintomas variables entre fiebre y la muerte de pacientes

e Elrango de hospedador es estrecho de los bacteriofagos.

e La eliminacion de los bacteridfagos por el sistema inmunitario (anticuerpos).

e La resistencia de la bacteria hospedador a la infeccion por bacteriofagos.

e Los bacteriofagos liticos son ideales para la terapia, aunque la mitad de los
bacteriofagos son atemperados (su DNA se integra al genoma del hospedador), lo

cual deja al hospedador intacto y vivo®?),

Otra aplicacion de los bacteriofagos son eliminar a los supergérmenes que forman biofilms,
presentes sobre los dispositivos médicos implantados. El uso de fagos para el control de
biofilms es viable debido a que se replican en el sitio de la infeccion, durante el ciclo litico,
la infeccion de una célula bacteriana por un solo fago, resulta en la produccion de docenas o
cientos de fagos, dependiendo del fago en particular y de la célula hospedadora. Se ha
demostrado que el uso de un coctel de bacteriofagos en forma de una cubierta de hidrogel

sobre catéteres previene la formacion de biofilms®%D,

Algunos fagos también han manifestado la produccion de enzimas que degradan el polimero
extracelular que conforma el biofilm, cuya progenie se propaga radialmente, siendo en teoria
una simple dosis de fagos degradar el biofilm. Tal es el caso de los fagos PT-6, PA1®, este

Gilltimo requiere la presencia de pili tipo IV, para la infeccion (Figura 31)®189),
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Figura 31. Tratamiento de superficie con fago PA1® y su capacidad para
remover biofilms formados por P. aeruginosa'®.

De cualquier modo, los fagos no son comunmente utilizados en la terapia de problemas
severos, debido a su rango limitado de hospederos, la pureza baja, pobre estabilidad o
viabilidad de las preparaciones de fagos y la falta de comprension del modo de accién de los
fagos. Sin embargo la aparicion de cepas multirresistentes a firmacos (MDR, multidrug—

resistant) ha contribuido al renacimiento y aprobacion de esta opcion terapéutica®).

El uso de la fagotipia para la caracterizacion de ciertas cepas de P. aeruginosa, es bien
conocido y tiene muchas aplicaciones. Sobre todo en los estudios epidemiologicos en
hospitales. La importancia de esta clasificacion estriba en que los diversos lisotipos son
estables, este hecho permite llegar a la definicion de foco, como aquellos casos producidos
por el mismo lisotipo; por el contrario, cuando de un conjunto de casos se aislan diferentes
fagotipos, indica que existen diversos focos de infeccion. .En comparacion con las otras
técnicas de tipicacion epidemiologica, la fagotipia tiene mas poder discriminatorio con
respecto a la serotipia del antigeno O, al realizarse simultdneamente se observa que la
fagotipia marca subdivisiones dentro de los serotipos O. La fagotipia y piocinotipia se

complementan de forma que reducen el namero de cepas que no se pueden tipificar(®54-86),

La determinacién del fagotipo se efectia en una placa de cultivo previamente cuadriculada
una siembra masiva en superficie de la cepa problema y depositando en cada cuadricula una
gota de cada uno de los fagos seleccionados. Después de incubar a 37 °C por 24 hrs, se
determina el fagotipo, que viene definido por el fago o los fagos que lisan la cepa problema

(Figura 32)©.

64



7 | 73 | 352[C188| 24
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16 |68 | 73 |352 |CI8

F7 1194|119 |C11| 109

21 |[M6

Figura 32. Determinacién del fagotipo de una cepa problema de P. aeruginosa en agar TSA: 73/352 /C18885)

65



5.9. Resistencia a antibioticos y desinfectantes.

P. aeruginosa presenta una resistencia intrinseca a diversos antimicrobianos (Tabla 18), sin

embargo, también adquiere resistencia con facilidad a los agentes potencialmente activos
(5,11)

Tabla 18. Mecanismos de resistencia a antibi6ticos®”).
B-lactamicos B-lactamasas enddgenas

Adquisicion de B-lactamasas

Bombas de flujo

Disminucion de permeabilidad
Fluoroquinolonas Mutaciones del sitio blanco

Bombas de flujo

Aminoglucésidos Enzimas modificadoras de aminoglucésidos
Bombas de flujo

16S rRNA metilasas.

Polimixinas Modificacion de LPS

La resistencia a antibidticos es atribuida a las caracteristicas de su membrana celular que
posee propiedades excepcionales de impermeabilidad, las cepas pueden transmitirse entre
ellas el material genético que media la resistencia o incluso a partir de otras bacterias Gram
negativas como las enterobacterias. Otro factor preocupante es la capacidad de tornarse
resistente en el curso del tratamiento antibidtico. Los mismos antibidticos son capaces de
inducir los mecanismos de resistencia que un aislamiento tiene latentes. Otras sustancias
como el zinc, componente de una clase de catéteres urinarios, también inducen cambios
moleculares que activan la resistencia a imipenem. Generalmente los mecanismos de

resistencia a antibidticos puede dividirse en:

e Intrinseca: Se refiere a la resistencia consecuencia de una larga seleccion de
mecanismos genéticamente codificados.
e Adquirida: Se refiere a la resistencia que se logra via adquisicion de mecanismo

adicionales o como consecuencia de eventos mutacionales®-®®),
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5.9.1. Aumento de la expulsion del antibiotico mediada por la activacion de bombas de
Sflujo.

Las bombas de flujo son estructuras proteicas capaces de expulsar del citoplasma y del
periplasma bacteriano compuestos toxicos para la bacteria, como los antibidticos, detergentes
y sustancias anfipaticas (Figura 33). La expresion de estas bombas puede ser permanente
(expresion constitutiva) o intermitente (expresion que puede inducirse). Antes de la era de
los antibidticos P. aeruginosa ya poseia estos complejos enzimaticos, que se compone de una
proteina ligadora en el espacio periplasmico y un canal de salida en la membrana externa.
Tiene la capacidad de expulsar al exterior de la bacteria y contra un gradiente de
concentracion, [-lactdmicos, cloranfenicol, quinolonas, macrolidos, novobiocina,
sulfonamidas, tetraciclinas y trimetroprim. Estos sistemas de expulsion son los responsables

de la impermeabilidad a la mayoria de los antibioticos (Tabla 19)@8),

Portal de salida
MEMBRANA

EXTERNA

7

Lipoproteina ligadora

Proteina en el citoplasma

Espacio

periplasmico
MEMBRANA Bomba en la membrana
CITOPLASMATICA citoplasmatica

Figura 33. Esquema del mecanismo de expulsidn de antibidticos MexAB-OprM. La flecha indica la via de salida
del antibidtico desde el espacio periplasmatico hacia el exterior de la bacteria. Se muestran sus tres
componentes: Bomba en la membrana citoplasmatica, la proteina ligadora y la porina de salida en
la membrana externa'?®,
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Tabla 19. Sistemas de flujo de P. aeruginosa'®”).

Bombas de flujo Familia Sustratos
MexAB-OprM Resistance Nodulation Fluoroquinolonas
Division (RND) Aminoglucosidos
B-lactdmicos
(Preferentemente
meropenem Yy ticarcilina)
MexCD- OprJ Resistance Nodulation Fluoroquinolonas
Divisién (RND) B-lactamicos
(Preferentemente
meropenem)
Tetraciclina
Tigeciclina
Cloranfenicol
Eritromicina
Roxitromicina
MexEf-OprN Resistance Nodulation Fluoroquinolonas
Division (RND) B-lactamicos
(Preferentemente
meropenem)
Tetraciclina
Tigeciclina
Cloranfenicol
MeXY-OprM Resistance Nodulation Fluoroquinolonas
Division (RND) B-lactamicos
(Preferentemente
meropenem)
Tetraciclina
Tigeciclina
Cloranfenicol
AmrAB-OprA Resistance Nodulation Aminoglucosidos
Division (RND)
PmpM Multidrug and Toxic Fluoroquinolonas
compound extrusion
(MATE)
Mef(A) Major Facilitator Macrolidos
Superfamila (MFS)
ErmEpar Small Multidrug Resistance | Aminoglucdsidos
(SMR)

Las bombas de expulsion, tienen también la capacidad de ser inducidas por antibidticos,

especialmente ciprofloxacino; ademas, los cambios mutacionales, incluso de una sola base

nucleotidica en el ADN cromosémico de la bacteria, pueden sobre expresar estas bombas.

Hasta el momento no se ha encontrado ninguna bomba de flujo capaz de expulsar al
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imipenem. El sistema de fluyjo MexAB-OprM es capaz de transportar meropenem y su
expresion exagerada conduce a la elevacion de la CIM del antibiodtico. La sobreexpresion de
MexAB-OprM, compromete la accion de quinolonas, penicilinas, cefalosporinas e incluso
meropenem pero no imipenem. La sobreexpresion de otra bomba de expulsion, MexEF-
OprN, confiere resistencia a quinolonas y algunos B-lactdmicos, que incluyen meropenem e
imipenem. Esta tiltima bomba tiene una importante particularidad debido a que su expresion
estd estrechamente relacionada con el gen Mex T, que también estd involucrado en la
mutacion que origina la pérdida de la porina OprD como se verd mas adelante. La
sobreexpresion de MexXY-OprM afecta a los B -lactamicos, las quinolonas, el meropenem

y los aminoglucésidos sin afectar la accion del imipenem®®.

5.9.2. Disminucion de la permeabilidad del antibiotico a través de la membrana externa.

Las porinas son canales proteicos de la membrana externa de las bacterias Gram negativas
que participan en el transporte de moléculas hidrofilicas desde el medio externo al espacio
periplasmatico. Su papel primitivo es permitir la captacion pasiva de aminoacidos basicos a
través de la membrana externa. Se sabe ademas, que es capaz de permitir la entrada de
carbapenémicos, aunque no de otros B - lactdmicos. Los carbapenémicos llegan al espacio
periplasmatico pasando a través de porinas. Los genes que codifican las porinas pueden sufrir
mutaciones y producir proteinas alteradas no funcionales o pueden disminuir su expresion.
Ambos procesos dan origen a bacterias mutantes deficientes en porinas, las cuales presentan
una baja permeabilidad al paso de moléculas hidrofilicas como los carbapenémicos. De esta
manera, la velocidad de acumulacion de los carbapenémicos en el espacio periplasmatico
disminuye notablemente. Normalmente, la pérdida de porinas no confiere una resistencia
franca y so6lo eleva los valores de la CIM (concentracion minima inhibitoria) para

carbapenem sin superar los puntos de corte que determinan resistencia®®?).,

P. aeruginosa, tiene una porina especifica de sustrato, llamada OprD, es la encargada de
transportar los carbapenémicos a través de la membrana externa (Figura 34). Su pérdida

eleva considerablemente la CIM de imipenem y, en menor grado, la de meropenem®”,
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Figura 34. Esquema porina OprD en la membrana externa de P. aeruginosa, A: La presencia de la porina
permite la libre entrada del antibidtico hacia el espacio periplasmatico de la bacteria y de alli hacia
su sitio de accion. B. La ausencia de esta porina en cepas mutantes, otorga una resistencia franca a
imipenem y una susceptibilidad disminuida a meropenem®),

El Unico antibidtico para el cual se explica claramente la resistencia por medio de una
alteracion del transporte de membrana es el imipenem. En algunas situaciones, este
antibidtico ingresa no a través de una proteina porina principal sino a través de una proteina
de transporte especifica, designada D2. Sin embargo al parecer se requiere la presencia de

una B-lactamasa de clase C cromosomica para la resistencia, ademas de la proteina alterada.
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5.9.3. p-Lactamasas.

Las PB-lactamasas se han clasificado de acuerdo con su especificidad por el sustrato
(penicilinasas o cefalosporinasas), la clase molecular (A, B, C, D), la susceptibilidad a
inhibidores (EDTA, 4&cido clavulanico) y la localizacion genética (plasmidica o

cromosomica)®®).

Esta enzima, es inducida en cuestion de dias, por tanto, antes del tratamiento, los B-lactamicos
parecen servir, pero clinicamente el paciente no mejora y se descubre posteriormente la
induccion completa de la enzima. P. aeruginosa posee dos clases de B-lactamasas: Amp-Cy

las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)®.

B-Lactamasas tipo Amp-C. P. aeruginosa posee el gen ampC en su cromosoma., tiene la
capacidad de ser inducida por los propios PB-lactamicos, especialmente cefalotina y
ampicilina. Median la resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, aztreonam,
cefemicinas (cefoxotin y cefoxetan) e inhibidores de B-lactamasas. Las B-lactamasas tipo
ampC presentan baja afinidad a los carbapenémicos; sin embargo, cuando la enzima se
produce en exceso y la bacteria cierra porinas, la baja cantidad del antibiotico presente en el
espacio periplasmatico permite que la enzima hidrolice al antibidtico y se registre resistencia

a los carbapenémicos®%?,

Las bacterias que poseen el gen ampC en los cromosomas presentan un sofisticado sistema
molecular que regula la expresion del gen, de tal modo que solo se sintetiza la 3-lactamasa
cuando es necesaria. La expresion de AmpC en estado basal (Figura 35), ocurre durante el
reciclaje normal de la pared celular, los 1,6-anhidromuropeptidos son removidos de la pared
celular y transportados dentro del citoplasma via AmpG permeasa. Los 1,6-
anhidromuropéptidos, son escindidos por una amidasa, AmpD, para generar tripéptidos, que
son convertidos en UDP-MurNAc-pentapéptidos, los cuales se unen a la region intergénica
AmpR-AmpC, para crear una conformacion que reprime la transcripcion de ampC. Sin
embargo se llegan a producir bajos niveles de AmpC localizados en el espacio

periplasmico®).
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Figura 35. Expresiéon de AmpC en estado basal®?,

Los antibioticos como cefoxotin e imipenem cruzan la membrana celular a través de porinas,
entran en el espacio peripldsmico, e interactuan con el sitio blanco, PBP. Se observa un
incremento de 1,6-anhidromuropeptidos, y AmpD es incapaz de los altos niveles de
fragmentos de la pared celular. Los anhidro-MurNAc-péptidos (péptidos inductores)
remplazan a los UDP-MurNAc pentapéptidos (péptidos supresores) la union con AmpR
causa un cambio conformacional en la proteina. AmpR es convertida en un activador
transcripcional, ampC es expresado en altos niveles y los niveles de AmpC aumentan en el
espacio periplasmico. Cuando las concentraciones de B-lactamicos disminuyen debajo de los
niveles de induccidn, la reserva citoplasmatica de péptidos anhidro-MurNAc también
disminuye y AmpD es capaz de escindir estos péptidos restaurando el estado basal de

expresion de ampC (Figura 36)°.
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Figura 36. Induccién de AmpC por R-lactdmicos en P. aeruginosa.®,

B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Se han descrito dos tipos de carbapenemasas
con base en estudios moleculares. Las primeras son enzimas que poseen un residuo de serina
en su sitio activo, razon por la cual se han denominado carbapenemasas tipo serina. El
segundo grupo son enzimas que en su sitio activo requieren de cationes divalentes,
usualmente zinc, como cofactor para su actividad enzimatica; éstas Ultimas son las

denominadas metalo-B-lactamasas (MBL).

Es comtn pensar que la produccion de una carbapenemasa es suficiente para que la bacteria
presente resistencia a los carbapenémicos. Sin embargo, en Enterobacterias se ha demostrado
que, ademads de la carbapenemasa, se requiere de la disminucion de la permeabilidad de la

membrana externa mediante la pérdida de porinas®.

Carbapenemasas de Clase A. Comprenden cinco grupos: SME, IMI, NMC, KPC y GES/IBC
(Tabla 20). En general, hidrolizan todos los lactdmicos, aunque la eficacia catalitica o de

hidrélisis sobre las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion es bastante modesta®.
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Clase

Tabla 20.Carbapenemasas aisladas en cepas de P. geruginosa®?.
Carbapenemasa

Variante

Ao de la

primera

Paises en
que se ha

Localizacion

deteccion  detectado
A KPC 2 2006 Colombia Plasmidica (no en
5 2006 Puerto Rico | integrones)
GES 2 2000 Sudafrica Plasmidica en
5 2004 China, integrones de clase
Brasil, 1
Espafia,
B IMP 1,2,4,6a 1991 Mundial, Plasmidica en
16, 18 a 22, principalme | integrones de
25y26 nte extremo | clases 1 y 3 (menos
Oriente- frecuentes)
Pacifico
VIM lall,13a 1997 Mundial, Plasmidica en
18,y 20 principalme | integrones de clase
nte Europa. |1 (también
cromosomica)
SPM 1 1997 Brasil, Plasmidica (no en
Suiza integrones)
GIM 1 2002 Alemania Plasmidica en
integron de clase 1
AIM 1 2007 Australia No hay datos
disponibles
D OXA 40 2008 Espafia Plasmidica (no en
integrones)
50a a 50d 2004 Francia Cromosomica
(PoxB)

Las carbapenemasas tipo KPC se describieron por primera vez en Klebsiella pneumoniae (de

ahi sus iniciales). En P. aeruginosa han sido detectadas en solo dos variantes: KPC-2 en una

cepa clinica en Colombia, y KPC-5, en Puerto Rico, que de hecho se ha descrito inicamente

en P. aeruginosa. Las carbapenemasas KPC son plasmidicas, aunque sus genes no estan en

forma de casetes en integrones, si estdn asociados a elementos moviles como secuencias de

insercion o transposasas. Su espectro de hidrolisis incluye todos los betalactamicos, si bien

la eficacia de hidrdlisis sobre los carbapenémicos y las monobactamicos es hasta 10 veces

menor que sobre las penicilinas y las cefalosporinas.
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Las carbapenemasas tipo GES/IBC se describieron por primera vez, casi en paralelo, en dos
variantes: GES-1 (siglas procedentes de Guiana extended spectrum, por su pais de origen) en
una cepa de K. pneumoniae, ¢ IBC-1 (del inglés integron borne cephalosporinase) en un
aislado de Enteobacter cloacae en Grecia, ambas en el afio 2000. Difieren en s6lo un
aminoacido, y fueron definidas como BLEE. En P. aeruginosa se han detectado sélo las
variantes GES-2 y GES-5, siempre de codificacion plasmidica en el seno de integrones. Las
GES con actividad carbapenemasa parecen tener una actividad modesta sobre los

monobactamicos.

Carbapenemasas de clase B. Las carbapenemasas de clase B conocidas como MBL, son quiza
el grupo mas relevante de carbapenemasas, tanto por diversificacion en diferentes variantes
aminoacidicas como por su diseminacién practicamente mundial, y en diferentes
microorganismos. Como elemento definitorio, las MBL poseen un motivo de unién de zinc
del tipo His-X-His-X-Asp, al que se unen dos iones de zinc, necesarios para la actividad de
la enzima. Asi pues, todas las MBL tienen también en comun su inhibicién por quelantes
metalicos como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Dentro de ellas, se distinguen
ocho grupos: IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, AIM, DIM y KHM. Las MBL AIM-1 y DIM-1
se han detectado recientemente en P. aeruginosa y P. stutzeri, en Australia y Holanda,

respectivamente, pero la informacion disponible acerca de ellas es alin muy escasa.

Las IMP (Imipenemase) se detectaron por vez primera en 1991 en Japon, en S. marcescens.
Hasta hoy se han descrito variantes aminoacidicas hasta la IMP-26. Los genes de las IMP se
hallan en forma de casetes en integrones plasmidicos, principalmente de clase 1, aunque
también se han detectado en clase. Las IMP, en general, parecen tener una menor eficiencia

en la hidrolisis que las VIM.

Las VIM se detectaron por vez primera en P. aeruginosa en Verona, en 1997, de ahi sus
siglas: Veronese IMipenemasa. Si bien se han hallado casos de codificacion cromosdmica de
los genes de VIM, lo méas habitual es la presencia de estos genes en forma de casetes en
integrones de clase 1. Respecto al espectro de hidrdlisis, VIM-1 parece hidrolizar mejor a

practicamente todos los betalactdmicos (sobre todo, a ciertas cefalosporinas) que VIM-2, lo
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cual parece explicarse por cambios de aminoacidos cercanos o en el propio centro activo de

la enzima.

Los grupos SPM, GIM y SIM, cuentan con un solo representante cada uno. La identificacion
de SPM-1 (Sao Paulo metallo-B-lactamase) se realiz6 en un aislado clinico de P. aeruginosa
en 2001. Esta MBL present6 localizacion plasmidica, aunque no relacionada con integrones
o elementos moéviles.. GIM-1 se detecté en Alemania (German IMipenemasa), en diferentes
aislados clinicos. Se demostr6 su presencia en un integron de clase 1 situado en un plasmido
no transferible de 22 Kb. En cuanto a sus caracteristicas de hidrolisis de betalactamicos,

GIM-1 mostré una menor actividad, en general, que el resto de MBL clinicamente relevantes.

Carbapenemasas de clase D. Las betalactamasas tipo OXA se detectan habitualmente como
casetes en integrones situados en plasmidos o transposones, aunque también, en ciertos casos,
asociadas a secuencias de insercion. Las primeras OXA, descritas en la década de 1980,
inicialmente se caracterizaron por hidrolizar cloxacilina y oxacilina (de ahi su nombre), pero
sin afectar significativamente a los carbapenémicos ni a las cefalosporinas de espectro
extendido. Hasta la fecha se han descrito mas de 100 variantes aminoacidicas de OXA. No
obstante, solo determinadas variantes de OXA-2 y OXA-10 afectan a las cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion y también a los monobactdmicos. En P. aeruginosa, se ha
detectado la tinica carbapenemasa transferible de clase D, OXA-40. Las betalactamasas PoxB
(OXA-50a a -50d) fueron caracterizadas como oxacilinasas cromosdmicas presentes de
forma natural en el cromosoma, pero que, en condiciones normales, no parecen expresarse.
En ausencia de expresion de ampC, la expresion de poxB se ve aumentada. La accion de las
carbapenemasas tipo OXA sobre las carbapenémicos es bastante modesta (mayor eficacia
hidrolitica sobre el imipenem que sobre el meropenem), aunque siempre superior al efecto
sobre las cefalosporinas de espectro extendido y monobactamicos, practicamente nula. El
nivel de inhibicion que provocan los clasicos inhibidores de betalactamasas (clavulanato,
tazobactam) sobre las OXA es variable, aunque en general bastante débil, al contrario de lo

que ocurre con el NaCl, que se muestra como un fuerte inhibidor de su actividad®?.
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5.9.4. Enzimas modificadoras de aminoglucosidos (AMES).

La modificacion y subsecuente inactivacion de los aminoglucosidos ocurre por tres diferentes

mecanismos (Tabla 21):

e Acetilacion por aminoglucdsido acetiltransferasas (AACs) en posiciones 3 0 6”.

e Adenilacion por aminoglucosido nucleotidiltransferasas (ANTs). Estas enzimas estan
presentes en aislamientos resistentes a gentamicina y tobramicina pero no amikacina.

e Fosforilacion por aminoglucosido fosforiltransferasas (APHs). La mayoria de APH
actian en posicion 3 del aminoglucosido. Inactivan farmacos que no son usados

rutinariamente como kanamicina y neomicina®?.
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Tabla 21. Enzimas modificadoras de aminoglucésidos presentes en P .aeruginosa'

Categoria Familia Subfamilia Sustratos
enzimatica
Acetiltransferasas AAC (3) I Gentamicina
(AAQ) 11 Gentamicina
Tobramicina
11 Gentamicina
Tobramicina
v Gentamicina
VI Gentamicina
Tobramicina
AAC (6") I Tobramicina
Amikacina
II Tobramicina
Gentamicina
Nucleotidiltransferasas ANT (27) I Gentamicina
(ANT) Tobramicina
ANT (4) Ila Tobramicina
Amikacina
IIb Tobramicina
Amikacina
ANT (37) - Estreptomicina
Fosforiltransferasas APH (3) II Kanamicina
(APH) Neomicina
IIb Kanamicina
IIb-like Amikacina
VI Amikacina
Isepamicina
APH (27) Gentamicina
Tobramicina

5.9.5. Mutaciones en el sitio blanco.

16S rRNA metilasa. La metilacion del 16S rRNA en el sitio A de la subunidad 30S interfiere
con la unién de los aminoglucosidos y en consecuencia promueve la resistencia a todos los

aminoglucosidos. Diferentes 16S rRNA metilasas han sido descritas: RmtA, RmtB, ArmA y
RmtD.

DNA girasa y topoisomerasa IV. El sitio blanco de las fluoroquinolonas son DNA girasa
(GyrA y GyrB) y topoisomerasas IV (ParC y ParE). Las enzimas girasa y topoisomerasa son

estan compuestas por dos subunidades cada una. En consecuencia, las mutaciones en estas
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enzimas repercuten en su consecuente resistencia, son mas comunes en girA y/o girC mas

que en las otras subunidades®”.

Modificacion de lipopolisacarido. Las Polimixinas (Polimixina B, Colistina) se unen al
lipopolisacarido (LPS), el mayor constituyente de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas, algunos de los mecanismos de resistencia involucran modificaciones de este
componente, como la modificacion del Lipido A por 4-amino-4-desoxi-L-arabinosa, en

adicién con la formacién de biofilms y expresion de proteinas de membrana OprH!43,

5.9.6. Resistencia a desinfectantes.

En la practica médico-quirargica, en el trabajo del laboratorio e incluso en la vida diaria, es
importante la aplicacion de procedimientos, técnicas y productos que inhiban el crecimiento
o destruyan a los microoganismos patdogenos, los mecanismos de accion de los antisépticos

o desinfectantes son muy variados (Tabla 22)®©.
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Tabla 22. Mecanismos de accién de antisépticos y desinfectantes!
Antiséptico o

Sitio blanco

94).

Mecanismo de accion

hidrogeno, iones de
plata

desinfectante
Envoltura celular | Glutaraldehido Unidn cruzada a proteinas
(pared celular, | EDTA, otros | Bacterias Gram negativa: Remocion de
membrana externa) | permeabilizantes Mg?*, liberacion de LPS
Membrana interna CAC Dafio generalizado de la membrana que
Citoplasmatica comprometen fosfolipidos de las dos
membranas
Clorhexidina Las bajas concentraciones afectan la
integridad de la membrana, las altas
concentraciones causan congelamiento del
citoplasma.
Diaminas Induccion a la pérdida de aminoacidos.
PHMB (mezcla | Fase de separacion y formacion de
heterodispersa de | dominios de lipidos de membrana.
bioguanidas de
polihexametileno),
alexidina
Fenoles Pérdida, desacople.
Unién cruzada a | Formaldehido Unidn cruzada de proteinas, ARN y ADN.
macromoléculas Glutaraldehido Unioén cruzada de proteinas de la envoltura
celular y entre otros sitios celulares.
Intercalacion con el | Acridinas Intercalacién de una molécula de acridina
ADN entre dos capas de pares de bases en el
ADN.
Interaccion con | Compuestos con | Enzimas que se unen a membrana |,
grupos tiol plata interaccion con grupos tiol.
Efectos en el ADN Halogenos Inhibicidon de la sintesis del ADN.
Peroxido de | Ruptura de la hebra de ADN.

Agentes oxidantes

Halogenos

Perdéxidos

Oxidacion de los grupos tioles a disulfuros,
sulfoxidos o disulfoxidos.

Peréxido de hidrogenos: Actividad debida a
la formacion de radicales libres OH-, que
oxida a los grupos tioles en enzimas y
proteinas y enzimas.

Al igual que en la resistencia a los antibioticos,

las bacterias pueden adaptarse frente a un

compuesto quimico. La resistencia a desinfectantes puede ser una propiedad natural de un

organismo (intrinseca) o conseguida por mutacion o adquisicion de plasmidos

(autorreplicacién, ADN extracromosdémico) o transposones (cromosomal o integrado en

plasmidos, casetes de ADN transmisibles)®.
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Resistencia intrinseca a desinfectantes en bacterias Gram negativas. Por lo general son mas
resistentes a los antisépticos y desinfectantes que las Gram positivas. P. aeruginosa es mas
resistente a la mayoria de estos agentes, incluyendo la clorhexidina. La membrana externa
actia como una barrera que limita la entrada de varios tipos de agentes antibacterianos sin
relacion quimica. Las moléculas hidrofilicas de bajo peso molecular pasan facilmente a través
de las porinas, en cambio las moléculas hidrofobicas se difunden a través de la bicapa de la
membrana. Ademas delas vias antes descritas se ha propuesto una tercera via para agentes
cationicos como los CAC (Compuestos Cuaternarios de Amonio), biguanidas y diamidinas,
los cuales dafian la membrana y facilitan su autocaptacion. P. aeruginosa presenta resistencia
mediada por la membrana externa debida a las diferencias en la composicion del
lipopolisacarido (LPS) y el contenido de cationes como el magnesio, que produce enlaces
estables entre moléculas de LPS y como complemento a este mecanismo, esta bacteria
presenta porinas pequefias que impiden el paso por difusion de ciertas sustancias. Algunas
cepas que son muy resistentes a clorhexidina, CAC, EDTA y diamidinas se han aislado de
muestras clinicas. La presencia de un LPS menos acido en la membrana externa puede ser

un factor que contribuye a la resistencia intrinseca.

Mecanismos de resistencia adquirida a desinfectantes. La resistencia adquirida a los
antisépticos y desinfectantes surge por mutacion o por la adquisicion de material genético en
forma de pldsmidos o transposones; estas configuraciones permiten grandes arreglos de
genes de resistencia para la mayoria de los antibioticos y desinfectantes al ser transferidos

juntos en un solo evento de conjugacion.

Se han reportado estudios en los que se observo que el plasmido RP1 no alteraba en forma
significativa la resistencia de P. aeruginosa a CAC, clorhexidina, yodo o fenoles clorados,
aunque se observo un aumento en la resistencia a hexaclorofeno. La transformacion de este
plasmido (que codifica resistencia a carbenicilina, tetraciclina, neomicina y kanamicina) en
E. coli o P. aeruginosa, no aument6 la sensibilidad de estas bacterias a los antisépticos y

desinfectantes.

Los mecanismos de resistencia bacteriana a formaldehido y a bactericidas industriales
pueden ser codificados por pldsmidos. Las alteraciones en las proteinas de la membrana

externa y la formaldehido-deshidrogenasa se consideran responsables. También se ha
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documentado la participacion de las bombas de flujo en la adquisicion de esta resistencia. La
activacion de estas bombas es mediada por pldsmidos y es un importante mecanismo de

resistencia a antibioticos, metales, desinfectantes y antisépticos catiénicos®?.

5.9.7. Tratamiento antipseudomonas.

Debido a la resistencia intrinseca a muchos antimicrobianos, solo algunos antibidticos son
activos en infecciones contra este microorganismo. Los antibidticos mas usados son: -

lactdmicos, Quinolonas y aminoglucésidos (Tabla 23)®7.

B-lactamicos. Los B-Lactdmicos se unen e inactivan las proteinas de union a penicilina
(PBPs) estas transpeptidasas estdn involucradas en la sintesis de la pared celular de las
bacterias. El grupo de antibidticos P-lactamicos incluye penicilinas, cefalosporinas,

monobactamicos y carbapenémicos.

Quinolonas. Las quinolonas son antimicrobianos sintéticos que bloquean la replicacion del

ADN por inhibicién de la actividad de la DNA girasa y la topoisomerasa IV.

Aminoglucosidos. Los aminoglucosidos inhiben la sintesis de proteinas por uniéon a la
subunidad 30S o 50s ribosomal. Los antibioticos de esta clase estdn asociados a ototoxicidad
y nefrotoxicidad, a causa de eso y su estrecho rango terapéutico, los aminoglucdsidos son
usados en combinacidn con antibidticos de otras clases. Estos agentes bactericidas exhiben
sinergia con otros antimicrobianos, sobre todo con los B-lactdmicos. El tnico tratamiento en
el cual estd recomendada la monoterapia es en infecciones del tracto urinario por P.

aeruginosa®®?.
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Tabla 23. Antibiéticos anti-pseudoménicos cominmente usados®®),

Clase de antibiotico Mecanismo de accion Farmacos

Penicilinas Inhibicion de la sintesis de | Ticarcilina
pared celular.
Penicilina/Inhibidor de Inhibicién de la sintesis de | Ticarcilina/acido
Beta-lactamasa pared celular. clavulanico
Piperacilina/Tazobactam
Cefalosporinas Inhibicion de la sintesis de | Ceftazidima
pared celular. Cefepime
Monobactamicos Inhibicion de la sintesis de | Aztreonam
pared celular.
Carbapenémicos Inhibicion de la sintesis de | Imipenem
pared celular. Meropenem
Doripenem
Fluoroquinolonas Bloquea la sintesis de ADN | Ciprofloxacino
Levofloxacino
Ofloxacino
Aminoglucésidos Inhibicién de sintesis de | Gentamicina
proteinas Tobramicina
Amikacina

Existen diferencias en la susceptibilidad a antibioticos entre cepas mucoides y no mucoides.
Las cepas no mucoides muestra mas resistencia a antibioticos, esto puede ser por la tendencia

de algunos antibidticos a atacar el glicocalix extracelular de las cepas mucoides®?.

5.9.8.  Opciones terapéuticas para P. aeruginosa multirresistentes (MDR).

En realidad el nico tratamiento efectivo para MDR P. aeruginosa es el uso de polimixinas.
El sitio de accion de la colistina es la membrana celular de la bacteria, interacta con el lipido
A de los lipopolisacaridos, permitiendo la penetracion a través de la membrana externa por
desplazamiento de Ca** y Mg ?*. La inserci6n entre los fosfolipidos conduce a la perdida de
la integridad de la membrana y como consecuencia a la muerte de la célula bacteriana.
Existen reportes de resistencia a polimixina B y colistina en aislamientos clinicos pero son
relativamente raros. El mecanismo de resistencia a polimixina en casos clinicos es
desconocido, la sustitucion del lipido A por aminoarabinosa contribuye a la resistencia a
polimixina in vitro y en aislamientos de fibrosis quistica. La colistina es asociada a nefro y

neurotoxicidad pero ambos efectos adversos dependen de la dosis y son reversibles.
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Otra interesante opcidon terapéutica para MDR P. aeruginosa es fosfomicina, un viejo
antibacterial, que esta llamando la atencidon por sus resultados in vitro contra varios
aislamientos. La fosfomicina inactiva la enzima piruvil-transferasa, requerida para la sintesis
del péptidoglicano de la pared celular. La fosfomicina puede ser administrada también con
aminoglucoésidos, cefalosporinas y penicilinas, aunque se necesitan mas estudios para

determinar el futuro rol de la fosfomicina en la terapia.

Algunos estudios han demostrado in vitro la eficacia de combinaciones de antibidticos contra

MDR P. aeruginosa :

e Ticarcilina/Tobramicina/Rifampicina

e (Cefalosporinas/Quinolonas

e Ceftazidima/ Colistina

e Macrélidos/Tobramicina/Trimetroprim/Rifampicina
e Polimixina B/Rifampicina

e Polimixina B/Imipenem

e Colistina/Meropenem®®.

5.9.9.  Prueba de susceptibilidad a antibioticos.

Las infecciones son dificiles de tratar por el incremento de resistencia a antibidticos. Para
seleccionar el antibidtico correcto se requiere determinar la susceptibilidad a
antibioticos(Tabla 24) enviando una muestra del paciente al laboratorio que sera procesada
por cualquiera de las técnicas de antibiograma (Kirby-Bauer, microdilucion en caldo,

sistemas automatizados, E-test)®>%%),
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Tabla 24. Antibiéticos utilizados en antibiograma para P. aeruginosa®®.
Gentamicina —

Amikacina ----

Ceftazidima(CAZ) En montajes manuales se puede ubicar CAZ junto a imipenem a
2cmya?2.7de CAZ/CLAV para detectar BLEEs

Cefepime —

Piperacilina- -—--

Tazobactam
Meropenem(MER) La resistencia a carbapenémicos en no fermentadores es cada vez
mas comun y en general los aislamientos que la presentan, suelen
ser multirresistentes. Es importante resaltar la importancia de
Imipenem(IMI) evaluar la actividad de los dos (IMI y MER) en todos los
aislamientos, ya que no siempre la resistencia es cruzada, si solo
se evalua la actividad de uno, no se puede extrapolar al otro. Al
detectar la resistencia es util aplicar las técnicas con EDTA y
APB para detectar el tipo de carbapenemasa presente.
Ciprofloxacino (CIP) —

Aztreonam (ATM) -

Colistina En infecciones con cepas multirresistentes o cepas que muestren
resistencia o susceptibilidad intermedia por disco, y que el
médico quiera usarla como tratamiento, se debe evaluar la
actividad a estos antibioticos.

Adicional a probar estos antibioticos, se puede hacer pruebas para la busqueda de enzimas
responsables de mecanismos de resistencia tales como: Prueba para la deteccion de
Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE), prueba con EDTA para la deteccion de
carbapemenasas tipo Metalo-B-lactamasas (MBL) y con prueba de Acido fenil Borénico

(APB) para la deteccion de serin-carbapenemasas tipo 2 f (KCP).

Para el caso de la prueba de BLEE, es importante realizar la busqueda de este tipo de enzimas
en estos microorganismos; asi mismo para la prueba de busqueda de KPC es importante
resaltar que si bien KPC se caracteriza por la inhibicion con acido fenil boronico (APB), los
altos niveles basales de cefalosporinasa cromosomica (enzima tipo AmpC) condicionan los
resultados de las pruebas de sinergia entre carbapenémicos y discos de APB. Tanto la
cloxacilina como la oxacilina son inhibidores especificos de AmpC y no de KPC, lo que
permite superar la baja espeficidad del acido bordnico para detectar KPCs en cepas con altos

niveles de AmpC. Por lo cual para el caso de P. aeruginosa se recomienda usar adicional al
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disco de APB un disco de cloxacilina u oxacilina. Aquellas cepas donde el mecanismo
implicado en la resistencia a carbapenémicos fuera enzimas AmpC, cursaran con una doble
inhibicion (APB y CLOXA/OXA). Aquellas cepas donde el mecanismo implicado en la
resistencia a carbapenémicos fuera enzimas KPCs, inclusive cuando esté presente con una
especie bacteriana con hiperproduccion de AmpC mostraran solo inhibicion por APB y no

por CLOXA/OXA®Y.

86



5.10. Sistema sensor del quorum.

La densidad celular altera la expresion génica de las células bacterianas en un proceso
conocido como deteccion de quorum (quorum sensing) que se refiere a la capacidad de las

bacterias para comunicarse y coordinar el comportamiento®”.

El Quérum sensing (QS) basicamente es un sistema de sefalizacion bacteriana, relacionado
con la produccion de una molécula-sefial, el autoinductor, el cual es una-homoserin Lactona

sintetizada por una sintetasa codificada por genes que pertenecen a la familia /ux/?®.

En la sintesis de Homoserin-Lactona en bacterias Gram-negativas. El grupo hexanoil es
transferido por ACP (Acil Proteina Acarreadora) a una cisteina en LuxI homologa para
activarla; y SAM (S-adenosimetionina) para activar este sitio. El grupo hexanoil es liberado
por la cisteina para formar una amida unida al amino de SAM. 5, metiltioadenosina es
liberada y una reaccion de lactonizacion resulta en la sintesis de hexanoil serin lactona

(Figura 37)°%).

Hexanoil-ACP 5-Adenosiimetionina
\\ (SAM)
wts  Acil Homoserin Lactona Luxl
. 4 Acil Proteina acarreadora
v R’ e \ Homaologo
’rhk"}H e o 2 E“‘w”'t d
- H |
0
HSL SAM
Hex
Luxl-h
Hex SAM

5 -metil-tioadenosina

Luxl-h

Figura 37. Esquema de la sintesis de Homoserin-Lactona en bacterias Gram-negativas®®.

Una vez sintetizado el autoinductor es exportado al exterior celular. Cuando la poblacion
bacteriana aumenta concomitantemente lo hace la concentracion del autoinductor, el cual al

rebasar un umbral de concentraciones transportado al interior de las bacterias donde forma
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un complejo con el regulador transcripcional LuxR. Una vez formado el complejo LuxR-
autoinductor, este estimula la transcripcion del gen LuxR generando asi un circulo de
retroalimentacion positiva. El complejo LuxR-Autoinductor controla simultdneamente la

transcripcion de otros genes cuya activacion responde al aumento de la densidad celular®®.

Las bases de la patogenicidad radica en su capacidad para producir y secretar factores de
virulencia como proteasas, hemolisinas, exotoxina A, exoenzima S y piocianina. Estos
exofactores en conjunto son capaces de causar dafio extenso en tejidos humanos y de otros
mamiferos. QS no solo controla la produccion de los factores de virulencia si no también la
formacion de biofilms contribuyendo significativamente a la patogénesis y persistencia de la
infeccion.  El sistema quorum sensing comprende dos sistemas jerarquizados cada uno
consiste en un autoinductor sintetasa (LasI/Rhll) y una correspondiente proteina reguladora

(LasR/RhIR)®¥,

El sistema de sefalizacion del tipo QS Lasl/LasR. Lasl es una sintetasa que genera la
homoserin lactona 3-0x0-Ci2-HSL (N-[3-oxododecanoil ]-L-homoserin lactona). En tanto las
LasR actia como regulador transcripcional. Este sistema fue llamado de esta forma ya que
controla la expresion de la proteasa LasR. Ademas de controlar la expresion de LasB, este

sistema de sefializacion controla la produccion de proteasa A y de la exotoxina A.

P. aeruginosa tiene un segundo sistema de sefializacion de QS llamado Rhl por su capacidad
de controlar la sintesis de ramnolipido. Este sistema estd compuesto por Rhll, la sintetasa del
autoinductor C4-HSL(N-butilril-L-homoserina lactona), y por el factor transcripcional RhIR.
Este sistema regula la expresion del operon rhlAB que codifica para la ramnosiltransferasa
requerida para la sintesis de ramnolipidos. EL sistema Rhl es también necesario para la
produccion Optima de la elastasa LasB, la proteasa LasA, piocianina, HCN y proteasa
alcalina. De manera interesante, el sistema Rhl controla la expresion de rpoS, el gen que
codifica para el factor sigma S, el cual esta intimamente relacionado con la respuesta al estrés

generado en fase estacionaria.

Los diferentes sistemas de QS presentan una organizacion jerarquica de regulacion, el
complejo LasR-30x0-C12-HLS controla transcripcionalmente a RhIR y Rhll. La expresion
de RhIR a su vez, esta regulada por si mismo, tanto positiva como negativamente. RhIR se

encuentra en forma de dimero en ausencia de la homoserin lactona. El dimero se una a la
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region reguladora de RhIR reprimiendo su expresion. En presencia del autoinductor el dimero

se disocia y entonces activa la transcripcion de RhIR 2%,

El nivel de complejidad de la sefializacion por QS en P. aeruginosa aumenta por la presencia
de un tercer sistema de comunicacion denominado PQS (Pseudomonas quinolone signal)
donde el autoinductor es una quinolona (2-heptil-3hidroxi-4-quinolona), cuya sefial controla
la expresion de lasB, la cual codifica para el mayor factor de virulencia, Elastasa. En el
sistema pqs los productos de pgsABCD y pqsH estan involucrados en la sintesis del
autoinductor PQS y otra clase de alquil quinolonas. El sistema PQS establece de nueva cuenta
la relacion entre el sistema Rhl y Las. Tanto el sistema Rhl como el sistema Las controlan la
sintesis de la PQS. A su vez, la PQS controla la expresion de RhIR y Rhll. La transcripcion
de los genes requeridos para sintetizar la PQS controla expresion de estos genes(Figura
38)©%:100)
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Figura 38. Integracion de los sistemas sensing quorum Las y Rhl de P. aeruginosa con otros reguladores
globales para la produccién de multiples factores de virulencia®®.
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El sistema de QS contribuye a su patogenicidad no solamente regulando la expresion de los
factores de virulencia, sino también induciendo procesos inflamatorios. La inyeccién
intradérmica de 3-oxo-c12-HLS en ratones estimula citosinas inflamatorias y metabolitos de
acido araquidonico. El 3-0x0-Ci2-HLS ejerce numerosas actividades inmunomodulatorias
sobre linfocitos, macrofagos y produccion de anticuerpos., tiene influencia entre el balance

de células Thl t y Th2 y promueve en gran medida la produccioén de interleucina 8.

El sistema de deteccion de quorum ofrece amplias ventajas a P. aeruginosa en el control de
la virulencia, en primer lugar, es economico producir factores extracelulares solo después de
alcanzar una poblacion critica. Se requiere una masa critica para producir suficientes factores
para influir en el medio ambiente circundante. Ademadas el momento de la liberacion de
factores de virulencia puede ser critico. El patogeno puede acumular sus factores y después
montar un ataque sorpresa en el que el arsenal de factores de virulencia se despliega de
manera coordinada y contundente, en tales concentraciones que permiten sobrepasar las
defensas del hospedero, permitiendo la invasion de vasos sanguineos, diseminacion, el

sindrome sistémico de respuesta inflamatoria, y algunas veces la muerte 10D,
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5.11. Produccion de alginato.

Una vez que P. aeruginosa ha colonizado de forma cronica aparece un morfotipo mucoide
(Figura 39). Esto se debe a la produccion de grandes cantidades de polisacaridos que rodean
la célula; este material se ha designado como exopolisacarido mucoide (MEP) y se denomina

comunmente alginato, porque es quimicamente similar al polisacarido que normalmente se

§(102,103)

encuentra en algas marina

Figura 39. Produccidn de alginato por P. aeruginosa colonias aisladas en agar Luria-Bertani (LB) con NaCl
incubado a 37°C por 12 hrsy a 25°C por 24 hrs para aumentar pigmentacion. (A) No mucoide, cepa
tipo PAO1. (B) Aislamiento cepa mucoide en fibrosis quistica FRD1(mucA22)14),

La colonizacién inicial se lleva a cabo por cepas no mucoides en pacientes con fibrosis
quistica, este cambio fenotipico se relaciona con el estrés nutritivo y la hipoxia relativa en el
moco respiratorio de los pacientes con este cuadro! 192,

La mucoidia es un término que describe la sobreproduccion del exopolisacéarido alginato. El
MEP esté cargado negativamente, es un copolimero lineal y parcialmente acetilado formado

por unidades de 4cido manurénico y acido glucorénico unidos por enlaces B (1-4).

P. aeruginosa tiene 24 genes involucrados en la produccion y secrecion del alginato, ocho
de los cuales estan implicados en la exportacion de dcidos alginicos, doce se encargan de su

biosintesis y solo 4 se involucran en la regulacion (Figura 40)1%9.
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Figura 40. Modelo de la biosintesis de alginato en P. geruginosa. Las letras A-X y numeros 8 y 44, indican las
enzimas involucradas en la biosintesis (A por Alg A, etc.) .M y O.M representan dentro y fuera de
la membrana respesctivamente. Las letras G y M por Guluronato y manuronato. 'Ac' representa un
grupo acetil04,

El alginato es el tinico antigeno que se relaciona con un peor pronostico, con la produccion
de alginato se forman microcolonias, siendo esta forma de crecimiento (biofilm) la estrategia
de supervivencia de la bacteria, la cual puede respirar dentro del alginato, usando vias

alternativas (nitratos y nitritos) derivados del metabolismo de neutréfilos lisados!%?.
La formacion del biofilm esta dado por 4 etapas(Figura 41):

e (Colonizacion con células no mucoides de P. aeruginosa.

e Formacion de microcolonias mediada por el pili tipo I'V.

92



e Secrecion de moléculas Homoserin lactona para establecer una comunicacion
célula-célula (quorum sensing). Dafo tisular generado por la liberacion de toxinas,
proteasas y piocianina.

e Perdida del flagelo y pili tipo IV, sintesis de EPS (exopolimero) y formacién de

biopelicula%).

(1) Colonizacién de (2)Formacién de (3) Pérdida de (4) Conversion a una

la superficie por P. microcolonias mediado  flagelo y pili tipo IV; cepa mucoide

oeruginosa no por el pili tipo IV y el sintesis de MEP; estable via

mucoide, quorum sensing: daiio  formacién del mutacion (mucA) y

mediado por toxinas biofilm regulacion negativa

de AlgT; alginato del
biofilm.

Meses a aios
M OGN S O ey

Figura 41. Formacion de biofilms durante el proceso infeccioso por P. aeruginosa‘!®),

Las funciones del alginato son la adherencia al epitelio, inhibicion de fagocitosis y resistencia
a antibidticos, asi como proteccion a las bacterias para la opsonizacion y neutralizacion por

anticuerpos y complemento!%,

Las microcolonias aumentan su potencial patégeno en el paciente con Fibrosis quistica
debido a que las proteasas producen liberacion de mucinas, que estan sulfonadas y que
cuando se combinan con el MEP en presencia de i6n calcio forman un gel viscoso que

conlleva a un peor aclaramiento(!%%),
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5.12. Biopeliculas.

Normalmente las bacterias se estudian suspendidas libremente y se describen con base en sus
caracteristicas de crecimiento en medios de cultivo ricos en nutrientes. Los microbidlogos se
enfocan en cultivos puros y en bacterias de vida libre, aunque casi todas las bacterias viven
con y dependen de otros microorganismos. Recientemente se ha llegado a la conclusion de

que mas del 99% de las bacterias existen como biofilms%®.

Los biofilms se definen como un ensamblado de células microbianas asociadas
permanentemente con una superficie y encerradas en una matriz compuesta principalmente
de polisacarido. La matriz es muy hidratada debido a que incorpora grandes cantidades de
agua dentro de su estructura, llegando este elemento a representar hasta el 97% de ésta.
Ademas de agua y bacterias, la matriz estd formada por exopolisacaridos (EPS), los que
constituyen su componente fundamental, producidos por los propios microorganismos
integrantes. En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteinas, acidos
nucleicos, y diversos productos que proceden de la lisis bacteriana. El conjunto de
polisacaridos, acidos nucleicos y proteinas se conocen bajo el nombre de sustancias

poliméricas extracelulares (SPE) (196107,

Los biofilms se pueden formar en una gran variedad de superficies incluyendo tejidos vivos,
aparatos médicos implantados, tuberias de agua potable en ambientes acudticos naturales.
Algunos ejemplos de biofilms son la placa dentobacteriana, la cubierta resbalosa de las

piedras de rio y la pelicula gelatinosa formada en los floreros!%®,

5.12.1. Formacion de biofilm.

La formacion del biofilm, involucra una serie de eventos programados (Figura 42).
Inicialmente las células se encuentran libres, posteriormente se unen, las células se
multiplican hasta formar una capa sobre una superficie solida, individualmente en la capa
pueden exhibir cierta motilidad, a través de espasmos, los cuales dependen del pili tipo 1V.
Como resultado de la motilidad por espasmos pequeios grupos de P. aeruginosa forman
microcolonias. Las microcolonias se diferencian para formar un biofilm, que toma la

arquitectura de un hongo. Las células dentro de esta estructura estan encerradas en una matriz
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extra celular de polisacarido (MEP). La estructura cuenta con una innervacion de canales de

agua que permiten el flujo de nutrientes hacia dentro y productos de desecho hacia afuera!®V.

Células libres Maduracién de biofilm
R
\ -—
Union Formacion de Microcolonia
‘ Crecimiento Mmonocapa Quorum
. o rad! 4 .
en superficie pili tipo IV ’ﬁ';\", sensing
et Fen  eommmml | ecthpmertn m— e >

Figura 42. Formacion de biofilm de P. aeruginosa 1%V,

La biologia de los biofilms se centra en su ciclo vital e interacciones con el medio ambiente.
El ciclo vital es un proceso dindmico que puede ser dividido en 3 partes: adhesion,

crecimiento y separacion o desprendimiento.

Adhesion. El sustrato tiene que ser adecuado para la adsorcion reversible y, finalmente, la
adhesion irreversible de la bacteria a la superficie. Las bacterias una vez percibida la
superficie proceden a formar una unidén activa con los pili tipo IV. La motilidad, otorgada
por los flagelos, ayuda a la bacteria a alcanzar la superficie en las etapas iniciales de adhesion,

siendo su funcidn principal vencer las fuerzas de repulsion mas que actuar como adherente.

Crecimiento. La bacteria, una vez adherida, comienza a dividirse y las células hijas se
extienden alrededor del sitio de unién, formando una microcolonia, similar al proceso de
formacion de placas de agar. A medida que las células se dividen y colonizan la superficie,
las bacterias comienzan a elaborar un exopolisacarido que constituye la matriz del biofilm, y
este comienza a desplegarse en una formacion tridimensional, generando estructuras

similares a setas. En P. aeruginosa, el polisacarido es un alginato.

Desprendimiento. Luego de que el biofilm ha alcanzado la madurez, algunas células, ya sea
aisladamente o en conglomerados bacterianos, se liberan de la matriz para poder colonizar
nuevas superficies, cerrando el proceso de formacion y desarrollo del biofilm. El
desprendimiento puede ser resultado de fuerzas externas al biofilm o de procesos activos

inducidos por éste. Los tres principales mecanismos para generar desprendimiento serian:

95



e Erosion o deslizamiento: remocion contintias de pequefias partes del biofilm.
e Separacion: remocion rapida y masiva.
e Abrasion: Liberacion por colision de particulas del liquido circundante con el

biofilm.

La separacion proporciona un mecanismo para que las bacterias migren desde zonas
densamente colonizadas a areas que podrian favorecer mejor su desarrollo, logrando asi

formar nuevos biofilms en sitios distantes.

Para que ocurra la unién de los microorganismos a una superficie y la respectiva formacion
de un biofilm las bacterias necesitan cerciorarse que han efectuado contacto. Para lograrlo
requieren de sefales quimicas coordinadas que les permitan comunicarse entre ellas. Esta
interrelacion, via mensajeros de pequeias moléculas, denominada quorum sensing, beneficia
a la bacteria al permitirle sentir la presencia de microorganismos vecinos, determinar la

densidad de la poblacion existente y responder a eventuales condiciones cambiantes.

El proceso quorum-sensing funciona debido a que cada bacteria que se une a una superficie
produce una molécula sefial "yo estoy aqui", de manera tal que mientras mas bacterias se
unen, se incrementa la concentracion local de esta sefal. Su objetivo es coordinar
determinados comportamientos o acciones entre microorganismos del mismo género, de
acuerdo a su niimero, ya que los costos de la produccion de un biofilm para una bacteria

individual superan los beneficios!”.

En la formacion de biofilm estdn implicados dos sistemas diferentes de sefializacion célula-
a-célula: lasR-lasl y rhIR-rhll. Una vez conseguida una densidad suficiente de poblacion,
estas sefiales alcanzan las concentraciones requeridas para activar los genes implicados en la

diferenciacion del biofilm.

Las mutantes incapaces de elaborar ambas sefiales producen biofilms notoriamente mas
delgados y sin su arquitectura tipica. Ademas, pueden ser removidos mucho més facilmente
de superficies mediante uso de surfactantes. La adicidon de lactona homoserina al medio que
contiene los biofilms mutantes da origen a biofilms similares a los de bacterias no

mutantes!'%),
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Los biofilms hospedan un medio ambiente muy dindmico, donde se intercambia material
genético tal como pladsmidos (4cido desoxirribonucleico extra-cromosomico), enzimas y
otras moléculas. Estudios recientes postulan que la matriz de biofilms de P. aeruginosa
contienen acido desoxirribonucleico como constituyente principal. Estos estudios,
combinados con otros que muestran una tasa de transferencia génica, mediada por plasmidos,
enormemente incrementada entre bacterias biofilms, sugieren que la redistribucion de genes
entre éstas es un proceso continuo con importantes consecuencias en su adaptacion

evolutiva??,

5.12.2. Resistencia a antibioticos.

Las bacterias biofilm presentan una organizacion estructural que las hace resistentes a los
mecanismos de defensa del hospedador. Los biofilms, revestidos con SPE y conteniendo
multiples microcolonias bacterianas en su interior, se convierten en estructuras demasiado
grandes como para ser fagocitadas, reduciendo la accesibilidad del sistema inmune a las
bacterias. Por anadidura, el biofilm provee de una barrera fisica que aumenta la resistencia
de patdgenos a las defensas del hospedador, como opsonizacion, lisis por complemento, y

fagocitosis!?7.

Las bacterias que forman biofilms son extremadamente resistentes a antibidticos, esta

resistencia puede ser explicada por:

e Secrecion de EPS por las bacterias del biofilm: Actia como barrera fisico-
quimica. Lo que impide la penetracion de anticuerpos o antibioticos. Por otra parte
EPS posee carga negativa y funciona como resina de intercambio de iones la cual es
capaz de unir a un gran nimero de moléculas de antibiotico.

e Tasa de crecimiento bajo: Las bacterias dentro del biofilm no participan
activamente en la division celular, son de tamafio mas pequefio y menos permeables
a los antibioticos. Practicamente todos los antimicrobianos son mas eficaces para
matar las células de rapido crecimiento.

e Degradacion de antibiotico por enzimas: Enzimas tales como las B-lactamasas
pueden ser inmovilizadas en la matriz del EPS de modo que las moléculas de

antibidticos que ingresan pueden ser inactivados de manera efectiva. Es interesante
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el hecho de que P. aeruginosa en un biofilm produce 32 veces mas -lactamasas que
su forma planctdnica.
Alteracion de la composicion de la pared celular: Cerca del 40% de la pared celular

es diferente en comparacion con bacterias plactonicas (%),
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5.13. Motilidad.

P. aeruginosa tiene dos formas de desplazarse, en medios liquidos se desplaza "nadando"
mediante un unico flagelo polar, mientras que sobre las superficies se mueve,
independientemente de la presencia del flagelo, por un mecanismo llamado "twitching" o
motilidad por espasmos que depende de las fimbrias o pili tipo IV, estos dos tipos de
desplazamiento estan involucrados en la formacion de biopeliculas. La motilidad mediada
por flagelos parece ser importantes en la formacion de la monocapa en la superficie abiotica.

El pili tipo IV juega un papel importante en la formacion de microcolonias(Figura 43)!!0),

»-\_,_ flagelo Pili.tip:: I"_u’
= —fl —

et N = e

Figura 43. Esquema de formacién de biofilms*9,

Los flagelos (Figura 44) son unos propulsores en forma de cuerda que estan formados por
unas subunidades proteicas enrolladas helicoidalmente (flagelina); asi mismo se unen a las
membranas de las bacterias mediante unas estructuras (gancho y cuerpo basal) y se impulsan
por el potencial de membrana. Los flagelos proporcionan motilidad a las bacterias y permiten
que la célula se dirija hacia los nutrientes y evite las sustancias toxicas (quimiotaxis). Las
bacterias se acercan a sus nutrientes nadando en linea recta para girar luego bruscamente y
continuar en una nueva direccion. Este periodo de desplazamiento aumenta a medida que se
incrementa la concentracion de la sustancia quimioatrayente. La direccion de giro flagelar

determina se las bacterias continian nadando o bien giran®,
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Figura 44. Estructura de flagelo en bacterias Gram negativas(®.

La colonizacion de nuevas superficies bajo condiciones de alta disponibilidad de nutrientes
ocurre via flagelo-independiente, en una translocacion de bacterias conocida como motilidad
“twitching”. Esto ocurre sobre superficies huimedas y es importante para la colonizacion del
hospedero y otras formas de comportamiento que incluyan complejos coloniales, incluyendo
biofilms. Esta mediada por pili tipo IV que ademas de actuar como organelo de motilidad,
funciona como adhesina mediando la adherencia a la superficie celular de células eucariotas
El pili tipo IV, son filamentos flexibles en la superficie celular de aproximadamente 6nm de
didmetro, varios micrometros de longitud y muy fuertes en la tension debido a los enlaces
hidrofobicos e 16nicos. Son polimeros productos de un solo gen llamado pili A o pilin, que
es una proteina derivada de un precursor por escision de sus 6 Residuos N-terminal y la

metilacion de fenilalanina.

La motilidad tipo Twitching esta descrita como una manera de translocacion sobre
superficies, caracterizada por tirones cortos e intermitentes, la cual requiere de un numero
minimo de células presentes. Este tipo de movimiento puede ser detectado en placas mediante
la expansion de la colonia. Se caracteriza por la presencia de un halo delgado alrededor de la
colonia original, el cual consiste de una capa delgada de células. En medios de cultivo se

aprecian colonias planas y difusas, con una caracteristica apariencia rugosa''':!1?),
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5.14. Secrecion de proteinas

En las bacterias como P. aeruginosa, la envoltura celular se compone de dos membranas
hidréfobas. Las membranas interior y exterior estan separadas por un espacio hidrofilo, el
periplasma. Las proteinas secretadas, enzimas o toxinas, tienen que viajar a través del
ambiente hidrofobico de las membranas. Estas proteinas son generalmente grandes
moléculas hidrofilicas y por lo tanto tienen que ser alojados en los canales acuosos u otro
tipo de conductos de las células. Estas rutas de acceso al medio externo se construyen a través
un conjunto sofisticados complejos macromoleculares que podemos llamar maquinas de
secrecion. La composicion y la naturaleza de estos complejos pueden variar, pero estdn
ampliamente conservadas a través de las bacterias Gram negativas. Hoy en dia, se han
identificado seis tipos diferentes con base en las caracteristicas de proteinas / componentes
que forman la maquina de secrecion. Estos son los llamados de tipo I a tipo sistemas de
secrecion VI. Dicha clasificacion se basa en la naturaleza molecular de las maquinarias de
transporte y las reacciones que éstas catalizan. Sin embargo, estos grupos se pueden aun
subdividir en dos grandes clases dependiendo del mecanismo que se utilice para el transporte
a través de la membrana plasmatica. Las vias Sec-dependientes, que utilizan el sistema de
secrecion denominado Sec, en el que las proteinas a secretarse presentan una secuencia sefal
o péptido lider en el extremo amino terminal; y las Sec-independientes en las que los sustratos
se pueden translocar directamente desde el citosol hasta el exterior celular sin que exista un

intermediario peripldsmico, ni una secuencia sefial en el amino terminal!!3-!19,

5.14.1. Sistema de secrecion tipo |

Es una via Sec-independiente, por lo que no se requiere del procesamiento de un péptido lider
para atravesar la membrana citoplasmica; la secrecion proteica se da en un solo paso desde
el citosol hasta el exterior celular. Los sustratos a exportarse por este sistema presentan una
sefal de secrecion en el extremo carboxilo terminal, sin embargo, no es procesada. Esta sefal
es especifica para ciertas subfamilias de sustratos como por ejemplo, las proteasas. El
Sistema de secrecion tipo I (SSTI) estd constituido por tres componentes: un canal en la
membrana externa denominado PME (proteina de membrana externa), un transportador ABC
(de sus siglas en inglés ATP binding cassette) en la membrana interna (MI) y una proteina

periplasmica que también estd anclada a la MI y que se denomina PF (proteina de fusion).
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El sustrato se reconoce a través de una secuencia sefial en el extremo carboxilo terminal
(marcado con rojo). En este modelo de secrecion, la proteina peripldsmica de fusiéon PF
interactua con el transportador ABC en la MI y con la proteina PME que forma un canal en
la ME(Figura 45). En P. aeruginosa la proteasa alcalina codificada por el gen aprA se secreta

por esta via; participan en su secrecion las proteinas AprD, AprE, y AprF@!9),

ME

Periplasma

Mi

Figura 45. Componentes de SSTI114),

5.14.2. Sistema de secrecion tipo 11

La via de secrecion tipo 11, también llamada via de secrecion general, es la responsable de la
secrecion de la mayoria de las proteinas extracelulares en bacterias Gram-negativas, aunque
E. coli'y Salmonella no la presentan. Es una ruta de secrecion de dos pasos dependiente del
sistema Sec y del péptido sefial en el extremo amino de las proteinas que se translocan

(Figura 46)>!13),
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SecA

SecYEG

Figura 46. Modelo del mecanismo de translocacién a través de la Ml por el sistema Sec. En el paso 1 la proteina
chaperona Sec B se une a una preproteina naciente en el citosol, estabilizando su conformacion
desplegada (paso 2a). El complejo binario SecB-preproteina es dirigido hacia la translocasa SecYEG
unida a SEcA (paso 3a), o bien, primero se asocia con SecA (paso 2b) y después se dirige a la Ml a
remplazar a SecA unida a SecYEG (paso 3b). En el paso 4 se une la secuencia sefial a SecA, lo cual
estabiliza la interaccidén SecB-SecA y la preproteina se transfiere a SecA. La union de ATP por SecA
promueve el inicio de la translocacién y la liberacion de SecB del complejo ternario (paso 5)14).

Una vez en el espacio periplasmico, las proteinas se translocan por un conjunto de 12 a 14
proteinas, que en P. aeruginosa se denominan Xcp. Las proteinas que se transportan por este
sistema son: elastasa (LasB), lipasa (LipA), exotoxina A, fosfolipasa C (PlcH) y fosfatasa
alcalina (PhoA). La transcripcion de los genes que codifican para varias de las proteinas que
se secretan por esta via esta regulada por el sistema "sensor de quorum" que adicionalmente
regula a los genes xcp®!''¥,

Existe un segundo grupo de genes T2SS que se llama hxc. La organizacion genética de los

grupos hxc y xcp es diferente! ).
5.14.3. Sistema de secrecion tipo 1]

Este sistema dependiente del contacto con células, los sustratos se inyectan directamente
desde el citoplasma bacteriano hasta el citosol de las células eucariotas. Se han asociado 36
genes con la funcion de este sistema de secrecion y estd encargado de la secrecion de mas de

20 proteinas diferentes cuyos componentes en P. aeruginosa se llaman Psc, Pop, o PCR.
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Los componentes de T3SS asemejan una aguja curva cuya forma es fundamental en el
proceso de inyeccion, un conjunto de tres proteinas PopBD y PcrV son cruciales para
establecer un poro en la membrana de las células eucariotas de 2.8-6 nm, denominado
translocon. En P. aeruginosa varias exotoxinas se translocan a las células eucariotas
mediante este sistema tipo III. Entre estas toxinas se encuentran las exotoxinas S y T que
bloquean la transduccion de senales de la célula infectada mediante su actividad de ADP-
ribosil-transferasa, asi como la exotoxina Y, descrita recientemente, que eleva el Amp
ciclico, pues tiene actividad de adenilato ciclasa. Las proteinas que intervienen en el tipo de
secrecion III tienen homologia estructural con proteinas que intervienen en el ensamble del

flagelo®!1,
5.14.4. Sistema de secrecion tipo V.

Sistema de secrecion Sec dependiente, ya que utiliza la maquinaria Sec para atravesar la MI;
sin embargo, las proteinas no requieren de factores adicionales para transitar del periplasma
hacia el exterior de la célula, es el mas simple de todos. Basicamente toda la informaciéon
para la secrecion estd contenida en un polipéptido. La proteina a secretarse presenta tres
regiones diferentes funcionales: una secuencia sefial en el amino terminal para atravesar la
M1, seguida de un dominio también llamado pasajero que dard origen a la proteina expuesta
a la superficie celular y el dominio en el carboxilo terminal, que permite la secrecion a través
de la ME formando una estructura de barril . El péptido lider dirige la secrecion via el sistema
Sec y se procesa en la cara periplasmatica de la MI. El dominio B del intermediario
periplasmico adquiere la conformacion de barril- B y se inserta en la ME para formar el poro.
Por ultimo se transloca el dominio pasajero a la superficie celular en donde puede permanecer
unido o bien procesarse (Figura 47). El P. aeruginosa PAO1 el genoma contiene tres genes
que codifican proteinas con un C-terminal de B-barril autotransporter tipico unido a un

dominio N-terminal de pasajeros, denominados T5bSS o TPS, T5aSS y T5dSSU!13:114),
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Figura 47. Mecanismo de secrecidn tipo V4,

5.14.5. Sistema de secrecion tipo VI.

Todavia no esta claro si el T6SS es definitivamente un mecanismo de un solo paso. En P.
aeruginosa hay tres diferentes grupos de genes que codifican un conjunto de 15 a 20 genes
implicados en la funcion T6SS, son denominados H1-T6SS a H3-T6SS, actualmente se
reconocen tres efectores conocido como Tsel-3. Es importante destacar que la proteina Tse2
es una toxina capaz de matar bacterias de la competencia. El gen Tse2 estd agrupado con un
gen llamado tsi2. El gen tsi2 codifica una proteina que protege la cepa productora del efecto

de la toxina Tse2(!'¥
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5.15. Produccion de biosurfactantes

Los surfactantes son compuestos anfipaticos, estructuralmente sus moléculas presentan dos
partes diferentes, una hidrofobica o polar compuesta de un carbohidrato (ramnosa, trealosa,
manosa) o un aminodcido y la region hidrofébica o no polar constituida de una cadena
hidrocarbonada de longitud variable (4cido grasos saturados e insaturados; pueden ser
anionicos, cationicos y switerionicos. Los surfactantes de origen bioldgico o biosurfactantes
son un grupo estructuralmente diverso de moléculas tensoactivas, que presentan en general

menor toxicidad y mayor biodegradabilidad que los surfactantes sintéticos(!!>!16),

Los biosurfactantes generalmente son metabolitos secundarios excretados por los
microorganismos, su principal papel fisiolégico es el de permitir crecer a los
microorganismos en sustratos inmiscibles en agua mediante la reduccién de la tension
superficial de la interfase, dicha funcidn le permite incrementar la transferencia de masa ya
que hacen que aquellas fuentes de carbono de baja solubilidad estén mas disponibles para su
biodegradacion e incorporarlos a rutas metabdlicas convergentes para la generacion de
energia y sintesis de biomasa. La naturaleza quimica de los biosurfactantes es muy
variada(Figura 49); Glucolipidos, lipopéptidos, acidos grasos, complejos de proteina-

polisacarido, péptidos, fosfolipidos y lipidos naturales (Tabla 25)(!!5:117:118),
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Figura 49 Estructuras quimicas generales de los glucolipidos microbianos!'?),
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Tabla 25. Clasificacion y origen microbiano de biosurfactantes!!).

Tipo de surfactantes Microorganismo

Ramnolipidos Pseudomonas aeruginosa
Trehalipidos Arthrobacter paraffineus
Corynebacterium spp.
Mycobacterium spp.
Rhodococcus erythropolis
Soforolipidos Candida apicola
Candida lipolytica
Lipidos de Glucosa- Arthrobacter spp.
sacarosa-fructosa Corynebacterium spp.
R. erythropolis
Lipidos de celobiosa. Ustilago maydis
Lipidos de poliol. Rhodotorula glutinus

Rhodotorula graminus

Diglucosil digliceridos

Lactobacillus fermenti

Lipopolisacaridos

Acinetobacter calcoaceticus
(RAG1)

Pseudomonas spp.

Candida lipolytica

Lipopéptidos

Arthrobacter spp.
Bacillus pumilis

Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens

Péptidos de lisina y ornitina

Thiobacillus thiooxidans
Streptomyces sioyaensis
Gluconobacter cerinus

Fosfolipidos T. thiooxidans
Corynebacterium
alkanolyticum

Sulfonilipidos Capnocytophaga spp.

Acidos grasos (acido
corionomicolico, acido
spiculisporico, etc.)

Corynebacterium lepus
Arthrobacter parafineus
Talaramyces trachyspermus
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Entre las aplicaciones mas estudiadas de los biosurfactantes estan aquellas relacionadas con
la industria del petroleo y la biorremediacion de sitios o residuos contaminados con
hidrocarburos. En los ultimos afios ha crecido el interés por evaluar la potencial utilidad de
los biosurfactantes en las disciplinas médicas y veterinarias, dado que existen estudios que
demuestran propiedades antibacterianas, antimicdticas, antivirales e incluso antitumorales en
estos compuestos. Ademas, los biosurfactantes también han mostrado contrarrestar la

adhesion y la formacion de biofilms de microorganismos patogenos!!).
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5.16. Ramnolipidos

P. aeruginosa es capaz de utilizar varios compuestos organicos como fuente de alimentos lo
cual le da una excepcional capacidad para colonizar nichos ecologicos donde los nutrientes
son limitados. Es capaz de producir un tipo especifico de biosurfactantes denominados
ramnolipidos cuando se cultiva en las condiciones adecuadas. Los ramnolipidos son un grupo
de biosurfactantes glicolipidos compuestos de una cabeza hidrofila constituida por una o dos
moléculas de ramnosa y una cola hidréfoba formada por uno o dos acidos grasos, llamados
respectivamente monoramnolipidos y Diramnolipidos (diRL ) (Figura 50). El tipo de los
ramnolipidos producidos depende de la cepa bacteriana. En cuanto a su produccién se
muestran altos rendimientos en comparacion con otros biosurfactantes y puede utilizar como
materias primas diversas fuentes de carbono. En particular los aceites de origen vegetal, tales

como el de soya, maiz u olivo que proporcionan un mayor rendimiento!!2%12),

Figura 50. Estructura quimica de diramnolipido producido por P. aeruginosa'*?.

Los ramnolipidos son compuestos tensoactivos, que pueden reducir la tension superficial del
agua a valores los a 30 nM / m. La CMC de ramnolipidos puros y sus mezclas depende en

gran medida de la composicion quimica, que van desde 50 a 200 mg/L.

Los ramnolipidos son bioldgicamente interesantes, debido a que se comportan como
exotoxinas, restringiendo el crecimiento de cultivos de Bacillus subtilis, ademas de que
presentan actividad zoosporica en varias especies fitopatogenas. Tales cualidades se

atribuyen a la accion de los ramnolipidos sobre los lipidos de la membrana celular!),
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5.16.1. Biosintesis de ramnolipidos

En la sintesis de ramnolipidos por P. aeruginosa (Figura 51), actian como moléculas
precursoras deoxi-Timidina-difosfo-L-ramnosa (dTP-L-ramnosa) procedente de 1la
gluconeogénesis y B-hidroxiacidos procedente de la sintesis de acidos grasos. La sintesis de
la parte hidrofobica del glicolipido incluye la accion de RhlA que cataliza la transferencia de
grupos B-hidroxialcanoilo desde la proteina transportadora de grupos acilo (ACP) para dar
lugar a los HAA (4cidos B-hidroxialcanoil- B-hidroxialcanoicos) que generalmente tienen 10
atomos de carbono. La glucosa 6-P procedente de la gluconeogénesis se transforma en
glucosa-1-P por la actividad de la fosfoglucomutasa de Alg C, que también esta involucrada
en la sintesis de lipopolisacarido y de alginato. Tras sucesivas reacciones se obtiene dTP-L-
ramnosa y tienen lugar dos reacciones de glicosilacion llevadas a cabo por dos enzimas
ramnosiltransferasas  especificas, Rhl B (Ramnosiltransferasa 1) 'y RhIC

(Ramnosiltransferasa 2)(122,
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Figura 51. Ruta metabdlica de la biosintesis de ramnolipidos y su relacién con la biosintesis de polihidroxialcanoatos (PHA) y las moléculas del sistema sensing
quorum. AlgC: fosfomanomutasa, RmlA: glucosa-1-fosfato timidiltransferasa, RmIB: dTDP-D-glucosa 4,6-dehidratasa, RmIC: dTDP-4-dehidroramnosa
3,5-epinerasa, RmID; dTDP-4-dihidroramnosa reductasa, FabD: malonil-CoA: ACP transacilasa, FabH, FabB and FabF: B-ketoacil-ACP sintetasa, FabG: B-
ketoacil —ACP reductasa NADH-dependiente, FabA, FabZ: f-hidroxiacil-ACP dehidratasa, Fabl: enoil-ACP reductasa, HAA: 3-(3-hidroxyalcanoiloxi) dcido
alcanoico, PqsABCD: 4-hidroxi-2-heptilquinolina clister de sintesis, RhlA: 3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcanoato sintetasa, RhIB: ramnosiltransferasa 1, RhiC:
ramnosiltransferasa 2, Rhll: N-butanoil-L-HSL sintetasa, RhIG: B-ketoacil reductasa, PhaG: (R)-3- hidroxidecanoil-ACP: CoA transacilasa, PhaC: PHA
sintetasa, Lasl: N-(3-oxo-dodecanoil)-L-HSL sintetasa, HHQ: 4-hidroxi-2-hetilquinolina, PHAMCL: poly(3-hidroxialcanoatos) de cadena entre C6-C14,

SAM: S-adenosilmetionina, 5-MTA: 5’-metiltioadenosina(1??)
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3)

La ruta de biosintesis de mono y diramnolipidos, involucra la participacion de
ramnosiltransferasas RhIB y RhIC. La produccion de ramnolipidos en P. aeruginosa esta
fuertemente controlada por regulacion genética (transcripcional y postranscripcional) en los
operones rmIBDAC y rhlAB que responden a una amplia variedad de condiciones
ambientales y senales fisioldgicas denominadas quorum sensing. Adicionalmente se conoce
que un exceso en la fuente de carbono y un estrés en la fuente de nitrogeno, favorecen la

produccion de ramnolipidos.
Reacciones para la produccion de ramnolipidos(Figura 52):

1) La enzima Rh1A esta involucrada en la sintesis del dimero de acidos grasos de los
ramnolipidos y de los acidos 2-(3-hidroxialcanoiloxi) alcanoico (HAAs) libres.
Parece ser que la Rh1A est4 unida a la membrana interna.

2) Reaccion catalizada por la ramnosiltransferasa Rh1B unida a la membrana, usa
desoximitimidina di-fosfato de ramnosa (dTDP-L-ramnosa) y HAAs como
precursores para la produccion de mono-ramnolipidos.

Produccién de di-ramnolipidos por la enzima Rh1C cuyos sustratos son dTDP-L-ramnosa y

mono-ramnolipidos!?Y,

(1) 2B — Hidroxidecanoil — CoA - B — hidroxidecanoil — B — hidroxidecanoato + 2CoA — SH
(2) TDP — 1 — ramnosa + B — hidroxidecanoil — Bhidroxidecanoato

- TDP + 1 — ramnosil —  — hidroxidecanoil — [ — hidroxidecanoato
(3) TDP — 1 —ramnosa + 1 — ramnosil — f — hidroxidecanoil — Bhidroxidecanoato

— TDP + 1 —ramnosil — 1 — ramnosil — f — hidroxidecanoil —

— hidroxidecanoato

Figura 52. Reacciones involucradas en |a biosintesis de ramnolipidos®?Y,

La sintesis de ramnolipidos esta regulada por un sistema sensor del quorum o de sefializacion

célula-célula'?®.

La produccion de ramnolipidos esta regulada por el sistema de autoinductores RhIR-RhlI. La
proteina reguladora RhIR es activada por la union de los autoinductores, el factor 2 y/o VAI,
los cuales son producidos por la RhlI sintetasa. La expresion de gen rhll est4 controlada por

el regulador RhIR. La unién de la proteina RhIR activada al sitio blanco “upstream” de la
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region thUA promueve la transcripcion del operén rhiAB que codifica para la

ramnosiltransferasa, enzima clave para la sintesis de ramnolipidos(Figura 53)12%.

Ramnolipidos
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Figura 53. Regulacion de la produccién de ramnolipidos en P. aeruginosa

Autoindwctor

(124).

5.16.2. Aplicaciones potenciales de los ramnolipidos

Biorremediacion. P. aeruginosa posee la capacidad de metabolizar gran variedad de sustratos
incluyendo n-alcanos, hexadecano y aceites. Los ramnolipidos promueven la interaccion

entre el sustrato hidrofobo y la célula, de tal forma que P. aeruginosa lo absorba'?.

Actividad antimicrobiana. Se ha demostrado que tienen actividad contra una gama de
baterias, incluyendo Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y
Bacillus subtilis con concentraciones inhibitorias entre 0.5 g/mL a 32 g/mL. Actividad contra
varios hongos como Fusarium solani y Penicillium funiculosum con CIM de 75 g/mL y 16
g/mL. El modo de accion es debido a la formacion de poros en la membrana celular debido

a la intercalacion de ramnolipidos!,

Factor de virulencia. Solubilizan el agente tensoactivo pulmonar, lo que permite el acceso a

las membranas celulares a la fosfolipasa C. Ademas de la inhibicion y la destruccién de las
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células epiteliales pulmonares, los ramnolipidos son capaces de destruir a los leucocitos

polimorfonucleares y los macréfagos e inhiben la fagocitosis!?”).

Formaciéon del biofilm. Los ramnolipidos promueven la motilidad, previniendo que las
células se adhieran firmemente al sustrato. Durante el desarrollo del biofilm sirven para crear

canales para el flujo de agua y oxigeno!?¥.

Motilidad. Los ramnolipidos juegan un papel importante en la motilidad por espasmo

disminuyendo la tensién superficial 2!,

Los ramnolipidos de P. aeruginosa se estan actualmente comercializado por Jeneil
biosurfactant Co. & Jeneil Biotech. Inc. (Saukville, WIS, EE.UU) como fungicida para
agricultura o un aditivo para mejorar las actividades biorremediacion. Los ramnolipidos que
denomina dicha empresa como tipo I y tipo II son adecuados para el lavado de suelos y
remocion de metales pesados, mientras los tipo III son para el procesamiento de metales,
procesamiento de cuero, lubricantes, procesamiento de pulpa y papel y finalmente los tipo
IV pueden ser wusados en textiles, limpiadores, alimentos, tintas, pinturas, adhesivos,
productos de cuidado personal, adyuvante de agricultura y para el tratamiento de agua

contaminada‘!?®.
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5.17. Produccion de Polihidroxialcanoatos

En los ultimos afos ha aumentado el interés por el desarrollo y producciéon de polimeros
biodegradables buscando resolver el problema actual de la contaminacioén causada por el uso
de polimeros sintéticos derivados del petroleo. Lo polihidroxialcanoatos (PHAs) son
polimeros biodegradables sintetizados por bacterias que los acumulan en forma de
inclusiones citoplasmaticas cuando crecen en sustratos ricos en fuentes de carbono y con
desbalances de nitrogeno, fosforo y/o azufre, oxigeno o magnesio. Los PHA son acumulados
en las células como discretos granulos, el tamafo y numero varia dependiendo de las
diferentes especies, se pueden observar mediante microscopia electronica como cuerpos de
inclusion con envoltura proteica (Figura 54). Dependiendo de la cinética de acumulacion de
PHAs las bacterias pueden dividirse en dos grupos. El primer grupo esta formado por las
bacterias que requieren la limitacion de algunos nutrientes, tal como Ralstonia eutropha. El
segundo grupo no depende de limitacion nutricional acumulan PHAs durante el crecimiento
celular, como es el caso de P. aeruginosa. Los PHAs almacenados pueden ser degradados
por despolimerasas y metabolizados como fuente de carbono y energia tan pronto como la
limitante de nutrientes sea restaurada. Los microorganismos segregan enzimas denominadas
hidroxiacidos que descomponen al polimero en sus componentes moleculares para poder

utilizar el carbono2%-13D),

Figura . Electromicrografia de inclusiones de PHAs en P. aeruginosa 42A2‘131).
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Los PHASs son poliésteres de hidroxialcanoatos(Figura 55):

o i
- O—CH—(CH_ )~ C%
AY B3-30000
n=1 F= hidrdgeno polil-3-hidroipropionato )
metil polil-2-hidroxibutirato)
Etil poli-3-hidrocialerato)
Fropil poli-3-hidrmihexanoato)
Fentil polil-3-hidrmioctanoato)
Nanil poli-32-hidraxidode @anoato)
n=2 F= hidrageno polil-4-hidroxibutirato)
n=32 R=hidrogeno poli-S-hidrocialerato)

Figura Estructura general de los polihidroxialcanoatos!!2?.

Los PHAs de clasifican dependiendo del nimero de carbonos presentes en cada mondmero:
e PHAs de cadena corta con 3-5 atomos de carbono: Poli-3-hidroxivalerato ([P(3HV)]
y el Poli-3-hidroxibutirato [P(3HB)]).
e PHAs de cadena media con 6 a 14 carbonos: Copolimero poli-3(HB-co-HV).
e PHAs de cadena mixta: combinan los dos anteriores, como el Poli (3HB-co-3HV-

co-3HHx)!3?),

Dependiendo de su numero de carbonos, los PHAs presentan diferentes niveles de
cristalinidad y elasticidad, siendo dichas propiedades clave para sus aplicaciones en los

campos industriales. P. aeruginosa produce polihidroxialcanoatos de cadena media (PHAs-

mcl)(133’134).

Los PHAs son termoplasticos biodegradables, biocompatibles y no toxicos. Tienen un alto
grado de polimerizacion, son altamente cristalinos, Opticamente activos, isotactico e
insoluble en agua, tales caracteristicas los hacen competitivos con el polipropileno. Se
degradan tras la exposicion a tierra, composta o los sedimentos marinos, la biodegradacion
es dependiente de un numero de factores tales como la actividad microbiana del medio
ambiente y el area de superficie expuesta, la humedad, la temperatura, pH, el peso molecular.
Los productos finales de la degradacion de PHAs en ambientes aerodbicos son didoxido de
carbono y agua. Se pueden extraer con disolventes como el cloroformo, cloruro de metileno,
carbonato de propileno y dicloroetano, la desventaja es que se requiere una alta cantidad de

disolvente debido a la alta viscosidad, resultando costoso?-139),
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La sintesis de PHAs bacterianos requiere de la enzima polihidroxialcanoato sintasa,
codificada por el gen phaC (Figura 56). Existen 4 tipos de enzimas PHA sintasas (I-IV). Las
sintasas PHA tipo II, presentes en P. aeruginosa, contienen dos genes sintasas (phaCl y
phaC2) separados por el gen phaZ, cuyo producto enzimatico actia en la despolimerizacioén
de éstos compuestos, comprenden enzimas que consisten de un solo tipo de subunidad (PhaC)

con masas moleculares entre 61 y 68 kDa!*%,

EcoRV BamHl|
pa5055 \ phaC1 phaZ phaC2 \\ pa5059
371 bp e 1683 bp 856 bp 1683 bp 617 bp
—\
phaC1' (500 bp) BamHI phaC2' (489bp)  EcoRV

N

3840 bp

Figura . Representacién esquematica del gen de PHA tipo Il en P. aeruginosa'*3.

Se han dilucidado 4 rutas metabolicas para la biosintesis de PHA en la bacteria Alcaligenes
eutrophus (Figura 57), productor de polihidroxibutirato (PHB) el cual esta perfectamente
caracterizado, es sintetizado a partir de acetil-CoA por una secuencia de 3 reacciones

enzimaticas (Figura 58).

1) Condensacion de 2 acetil CoA para formar acetoacetil-CoA reaccion catalizada por
la enzima 3-cetotiolasa.

2) Reduccion del acetoacetil-CoA a R(-)-3-hidroxibutiril-CoA por la enzima
acetoacetil-CoA reductasa.

3) Sintesis del PHAs por la polimerizacion de R(-)-3-hidroxibutiril-CoA para formar
PHB3?,
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Figura 57. Ruta metabdlica de PHB y P(HB-HV) en Alcaligenes eutrophus®?.

-

Fromotor

P-cetotiolsa Acetoacil CoARedudsa FHEFolimerasa

Acetoacetil l Poli 3-0H l Foli 2-0H

Acetil CoA, )
CoA butiril CaA butirato

Figura 58. Biosintesis de 3-polihidroxibutarato por la accién sucesiva de B-cetoacil-CoA tiolasa (phbA),
acetoacetil-CoA reductasa (phbB) y PHB polimerasa (phbC). Los genes del operén phbCAB codifican
para las tres enzimas. El promotor (P) de phbC transcribe por completo el operdén (phbCAB)?39),

La composicion de los PHAs depende de las PHA sintasas, la fuente de carbon y la ruta
metabolica involucrada. Esto ha sido confirmado por la purificacion de PHAwmcL sintasas,
enzimas clave en la sintesis de PHAs, la actividad enzimatica de P. aeruginosa in vitro

utilizando como sustrato (R)-3-hidroxidecanoil-CoA. Este sustrato es derivado de la sintesis
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de 4cidos grasos, producto de la reaccion catalizada por la enzima transacilasa del 3-
hidroxiacil-ACP a su correspondiente CoA tioester. La acumulacion intracelular de PHAs
compite con la biosintesis de alginato y juega un papel importante en la tolerancia al estrés y
formacion del biofilm. Ademas la PHA sintasa no esta directamente involucrada en la sintesis
de ramnolipidos, la cual depende de la disponibilidad del precursor 3-f-hidrodecanoil-3-3-

hidroxidecanoato que puede ser sintetizado por la PHA sintasa'3?,

Debido a su naturaleza lipidica, la deteccion y aislamiento de bacterias productoras de PHAs
se fundamenta en la utilizacion de colorantes lipofilicos como el negro Sudan, el azul Nilo,
rojo Nilo. En los ultimos afos, su utilizacion para detectar bacterias productoras de PHAs es
acompafiada de pruebas moleculares confirmatorias basadas en PCR que detectan la

presencia de uno o varios de los genes de biosintesis de PHAs!3).

Los PHAs se producen a partir de una amplia variedad de sustratos tales como recursos
renovables (sacarosa, almidon, celulosa, triglicéridos), los recursos fosiles (metano, aceite
mineral, hulla), subproductos (melaza, suero de leche, glicerol), productos quimicos (4cido
propionico, acido 4-hidroxibutirico) y dioxido de carbono. P. aeruginosa es capaz de utilizar
como sustrato desechos residuales provenientes de procesos de fritura y otros desechos

oleosos(130:13D),

Los polihidroxialcanoatos tienen una amplia gama de aplicaciones debido a sus
caracteristicas, tales como el envasado (bolsas, contenedores), materia prima para la
elaboracion de articulos desechables (panales, utensilios, productos de higiene intima,
botellas, tazas). Los PHAs se consideran una fuente para la sintesis de compuestos quirales
y son materia prima para la produccion de pinturas. Se utilizan como portador de
medicamentos a largo plazo (medicamentos, hormonas, insecticidas herbicidas) sin embargo,
las aplicaciones médicas y farmacéuticas estan limitadas debido a la lenta biodegradacion y

alta estabilidad hidraulica en los tejidos estériles!!3).
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5.18. Degradacion de alcanos de cadena ramificada

Quimicamente, el petroleo es una mezcla compleja de hidrocarburos, es decir, de compuestos
ricos en carbono e hidrogeno, aunque contiene otros elementos minoritarios como azufre,
oxigeno y nitrégeno, asi como trazas de metales. Es compleja porque dada la capacidad del
atomo de carbono de formar cuatro enlaces con otros atomos de carbono, se pueden organizar
como cadenas o ciclicos. Las cadenas se conocen como compuestos alifaticos, y consisten en
sucesiones de atomos de carbono unidos entre si por enlaces sencillos (alcanos), dobles
(alquenos) o triples (alquinos) mientras que el resto de las valencias son ocupadas por
hidrogenos. Los alcanos son la familia mas numerosa en el petroleo crudo y se conocen como
parafinas, pueden ser lineales o ramificados y su longitud varia de 1 a 40 carbonos, aunque
se ha logrado detectar cadenas de 60 carbonos. Los compuesto ciclicos pueden ser saturados,
donde varios carbonos se unen entre si por medio de enlaces sencillos, o pueden ser
aromaticos, donde algunos carbonos del anillo estdn unidos por enlaces dobles. Los
compuestos ciclicos saturados se conocen como ciclo-alcanos, ciclo-parafinas o naftenos y
son un componente minoritario del petroleo crudo. Los compuestos aromaticos son derivados
del benceno, un anillo de seis carbonos unidos por tres enlaces sencillos y tres enlaces dobles
alternados. Los anillos pueden encontrarse fusionados entre ellos o sustituidos con cadenas
alifaticas. Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs) o polinicleo aromaéticos

comprenden del 10 al 25% del petrdleo crudo y son las fracciones més pesadas.

Como consecuencia directa del uso masivo del petroleo como fuente de energia y como
materia prima, ha surgido en los tltimos 50 afios el fendmeno de la contaminacién ambiental.
Una medida que ha tenido un éxito significativo es la aplicacion de técnicas de
biorremediacion, la cual utiliza generalmente microorganismos (bacterias, hongos, levaduras
y algas). Algunos microorganismos pueden degradar de manera natural compuestos
organicos y esta capacidad se explota para facilitar la degradacion de contaminantes y para
operaciones de limpieza de desechos in situ. La biorremediacion ha demostrado ser un
complemento costeable y benéfico para ser usado en combinacién con métodos quimicos y
fisicos tradicionales como el composteo, la incineracion y la extraccion con solventes, en el

tratamiento de desechos y en la descontaminacion del medio ambiente.
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Existe una gran variedad de microorganismos identificados en la degradacion de compuestos

derivados del petroleo (Tabla 26)(13.

Tabla 26. Microorganismos identificados en la degradacién de compuestos

derivados del petréleo!

135)

Género \ Especie \ Compuesto degradado
Pseudomonas | spp. Tolueno, bifenilos
policlorados,  Fenantreno,
Petroleo crudo
aeruginosa Fenol
fluorescens Petroleo crudo
Stutzeri Tetracloroetileno
putida Petroleo crudo
Arthrobacter spp- Hidrocarburos saturados y
aromaticos
Alcaligenes spp. Petroleo crudo
faecalis Fenol
Bacillus lentus Bifenilos policlorados
mascerans
thuringiensis
Candida tropicalis Petréleo crudo
Desulfococcus | spp. Alquilbencenos
Mycobacterium | chthonoplastes | n-alcanos
spp. Pireno, n-Alcanos.
Nocardia spp. Dibenzotiofeno
Saccharomyces | spp. Petréleo crudo
Serratia spp. Fenol
marcescens Petroleo crudo
paucimobilis | HPAs
Sphingomonas | spp. Carbazol
Xanthomonas | spp. Petroleo crudo
Yersinia spp. Fenol

Aunque no han sido caracterizados en su totalidad, muchos de estos microorganismos poseen
actividades de peroxidasas y oxigenasas, que permiten la oxidacidon mas o menos especifica
de algunas fracciones del petroleo. Esta oxidacion cambia las propiedades de los compuestos,
haciéndolos susceptibles de ataques secundarios y facilitando su conversion a bidoxido de
carbono y agua. En algunas ocasiones no es necesario llegar a la mineralizacion, sino que
basta una oxidacion para disminuir notablemente su toxicidad o aumentar su solubilidad en

agua, incrementando su biodisponibilidad!>.
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Lo n-alcanos son facilmente oxidados por muchos microorganismos, a través de la oxidacion
de un grupo metilo terminal seguida por la f-oxidacion de la secuencia. Los alquil alcanos
ramificados son generalmente menos susceptibles a la biodegradacion, ciertos patrones de
ramificacion, terminaciones en tres metilos o con carbonos cuaternarios los tornan
recalcitrantes causando que estos compuestos se acumulen en la biosfera. Algunas cepas de
Pseudomonas que tienen la capacidad de degradar alcanos ramificados y alquenos, como el
3,7-dimetil-6-octen-1-ol (citronelol), este compuesto es usado como modelo de estudio para

la degradacion de alcanos ramificados (Figura 59)(136-13%),

)W\/OH-—r )‘\-/\)\/C R, )\/\/‘\/CWH

Citronelol Citronelal Acido citronélicoe
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/1\/\)‘\/ on
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Cieramiol

l Deshidrogenase | GnyDr

NS AN

Arido gerdnico .
t b s-geranil-Cod . N
e - cis-geranil-CoA CO-SCoA

*C0Oz
RUTA INFERIOR Creranif-CoA
carboxilase Guy A/GnyB

CH3-*CO-SCoA )
COOH COOH
N GnyL OH GnyH
-— =
Ligsa Hidratasa
CO-5CoA CO-5CoA CO-5CoA
3-0x0-T-metil- 3-hidrosi=y-carboxi- ycarhoxigeranil-CoA
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2 CH3-00-5C0A ﬂ_n_ﬂ.ﬂapiﬁn
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/]V o /Q/m-scua CO-SCoA "
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glutasonil-Cod

Figura 59. Ruta catabdlica de Citronelol propuesta para P. aeruginosa PAO1; en la ruta superior se lleva a cabo
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la oxidacién de los alcoholes citronelol y geraniol, ambos coinciden en cis-geranil-CoA que, por las
enzimas de la ruta inferior, completando su degradacién hasta acetil-CoA y acetoacetato!?),

El alquilbenceno de sulfonato es el tensoactivo mas usado en formulaciones de detergentes
domésticos. La contaminacién del agua por alquilbenceno de sulfonato de cadena lineal
(LAS) y de cadena ramificada (BAS) es un problema ambiental. La cepa W51D es capaz de
mineralizar al menos el 70% de una mezcla comercial de BAS y degradar completamente

LAS!40,

P. aeruginosa W51D es capaz de crecer en medios con sulfonatos de dodecilbenceno (B-
DBS) o el alcohol terpenico citronelol como tnica fuente de carbono, degrada el surfactante
B-DBS utilizando en parte la via citronelol, pero la mayor parte de la degradacion se lleva a

cabo por una nueva ruta aun no dilucidada**”.

Los plasmidos juegan un papel importante en la adaptacion genética, se ha demostrado que
en Pseudomonas spp. Posee plasmidos que le confieren la capacidad de metabolizar naftaleno

salicilato, alcanfor, octano, xileno y tolueno*D),

Las tasas de biodegradacion generalmente aumentan con el incremento de la temperatura, en
ecosistemas con temperaturas bajas los hidrocarburos se degradan lentamente. La
degradacion en ambientes acudticos esta limitado por la existencia de nutrientes como
nitrégeno y fosforo. Otros factores que afectan son la concentracion de oxigeno, nutrientes,

la humedad y el pH!4D.
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6. CONCLUSIONES

P. aeruginosa es un patogeno oportunista de gran importancia tanto clinica como
biotecnoldgica, capaz de colonizar ambientes inhdspitos debido a su metabolismo versatil y
de bajos requerimientos nutricionales, es un bacilo Gram negativo mévil con metabolismo
oxidativo de tipo respiratorio, crece en un rango de temperatura de 35-42 °C, algunas cepas

presentan glicocalix.

Su potencial patogeno se debe a una combinacién de multiples factores de virulencia que
incluyen componentes estructurales (Capsula, pili, LPS, Piocianina) toxinas y enzimas (Exo
A, Exo S, Exo Y, Citotoxina, Elastasa, Proteasa alcalina, Fosfolipasa C, Ramnolipidos y
Neuraminidasa), cuya liberacion depende de los sistemas de secrecion de proteinas tipo 1, II,
II, V y IV de manera coordinada y contundente en tales concentraciones que permitan

sobrepasar el sistema inmune del hospedador.

Es responsable de una gran gamma de infecciones en pacientes con el sistema inmune
comprometido: Bacteremias, Sepsis, Infecciones del SNC, Infeccion de las Vias Urinarias,
Infeccion Cutaneas y Tejidos Blandos, Infecciones Oculares, Infecciones Oseas y
Articulares, Infecciones de Oido e Infecciones del Aparato Gastrointestinal. Se transmite por
contacto directo, su metabolismo le permite vivir en diversos habitats en particular ambientes
hiimedos. En la determinacién de la relacién epidemiologia de los aislamientos de P.
aeruginosa, se utilizan técnicas de biologia molecular. En los estudios epidemioldgicos en

hospitales la determinacion del fagotipo permite llegar a la definicion del foco de infeccion

El diagnostico de laboratorio se realiza mediante métodos microbioldgicos clasicos basados
en pruebas bioquimicas clinicas, cuya identificacion se basa en la utilizacién de azucares y
aminodacidos, crecimiento a diferentes pH, temperaturas, producciéon de pigmentos y
acumulacion de PHBA. Las técnicas utilizadas para su tipificacion molecular son PCR y
ECP, las primeras son menos laboriosas, mas rapidas y mas faciles de realizar y de interpretar
con respecto a las técnicas de ECP, que son menos reproducibles y discriminativas.

La adaptacion evolutiva de esta bacteria se debe a su complejidad genéticay al gran tamano
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de su genoma que comprende un gran numero de genes que estan involucrados en la
regulacion del catabolismo, transporte y flujo de compuestos organicos, asi como varios
sistemas de quimiotaxis. No existen clonas de P. aeruginosa asociadas con el desarrollo de
enfermedad, la patogenicidad de requiere la accion acumulativa y coordinada de algunos
componentes basicos del genoma y otros localizados en islas gendmicas que codifican para
factores de virulencia. (PAGI). Presenta plasmidos que codifican para la resistencia a

antibidticos y metales.

P. aeruginosa presenta resistencia intrinseca y adquirida a antibidticos y desinfectantes cuyos
mecanismos son: Aumento de la expulsion del antibidtico, Disminucion de la permeabilidad
de la membrana, B-Lactamasas, Mutaciones en el sitio blanco, Enzimas modificadoras de
Aminoglucosidos. Disminuyendo asi la cantidad de antibidticos que son activos contra este
microorganismo. Es importante evitar el uso irracional de antibidticos con la finalidad de
evitar el desarrollo de cepas multirresistentes, siempre que se pueda, basar el tratamiento en
el resultado de las pruebas de susceptibilidad a antibioticos. La aparicion de cepas MDR
contribuye al uso de la fagoterapia como opcidn terapéutica como tratamiento en infecciones
por P. aeruginosa, aun cuando presente ciertas deficiencias: rango limitado de hospederos,

pureza baja, pobre estabilidad o viabilidad de los fagos.

El proceso de Quérum sensing (QS) requiere de sefiales quimicas, cuyo objetivo es coordinar
comportamientos o0 acciones entre microorganismos de acuerdo a su nimero. P. aeruginosa
posee 3 sistemas de sefializacion bacteriana: lasR-lasl, rhIR-rhll y PQS, los cuales controlan
la produccion de factores de virulencia, formacion del biofilm e inducen procesos

inflamatorios, contribuyendo a la patogénesis y persistencia de la infeccion.

P. aeruginosa representa un campo potencial para nuevas lineas de investigacion: Los
ramnolipidos son biosurfactantes, con altos niveles de rendimiento y diversas fuentes de
carbono como materia prima para su sintesis, promueven la interaccion de P. aeruginosa con
sustratos hidrofobos (n-alcanos, hexadecano y aceites) favoreciendo su asimilacion. Algunas
cepas de P. aeruginosa son capaces de degradar compuestos derivados del petroleo: Alcanos

ramificados y alquenos mediante la via del citronelol. Los polihidroxialcanoatos (PHAs), son
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polimeros biodegradables producidos por P. aeruginosa a partir de recursos renovables,
recursos fosiles y desechos residuales, son acumulados en inclusiones citoplasmaticas, se

extraen con disolventes como el cloroformo.
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