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INTRODUCCION:

Los miembros del g@&nero Pseudomonas presentan di-
versidad bioqufmica, lo que les confiere una gran capacidad
de ataque a un enorme ndmero de compuestos orgdnicos (10).

Pseudomonas aeruginosa es uio de los pocos patdgenos para

el humano que puede atacar, ademds, a gran variedad de hués
pedes, tales como animales, insectos e incluso plantas (10),
En los altimos afios la importancia clfnica de

Pseudomonas aeruginosa, como pat6geno responsable de una

gama de enfermedades en el humano, se ha Incrementado dra-
maticamente. Dicho incremento ha resultado dz la resiéten-
cia que presenta este hjqroorganismo a la mayorfa de los
agentes antimicrobianos (especialmente en presencia de Ca2+ 
y M92+),‘hecho que'se observa sobre todo desde la aparicion

de antimicrobianos de amplio especto y su uso indiscrimina-

do (38). Debido a esta resistencia, Pseudomonas aeruginosa
adquire prevalencia e importancia cuando las‘bacteriaé sus
ceptibles de la flora‘normal son el iminadas, convirti¢ndo-
: se, por lo tanto, en principal patégeno.

Un hecho relevante en la patogénesis dé esta bag
terja es el aumento en la incidencia de las enfermedades
nosocomlales en indiyiduos compfometldos, tales como aqué-

illos,que.han tenido un tratamiento prolongado con agentes

I nmunosupresores, cofticosteroldes,'éntibidtlcos o con ra-

diaciones.
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Pseudomonas aeruginosa se encuentra como una de

las princlpales causas de muerte en pacientes con quemadu
ras; se le puede encontrar como causante de severas dia-
rreas epidémicas en nifios {33); en infecciones oculares
ocasfénan la rapida pérdida del ojo; se conocen casos de
meningitis (por contaminacidn de agujas para puncidn lum-
bar); en septicemia da origen a un sfndrome semejante al
choque producido por endotoxinas de microorganismos Gram
negativos; son comunes las otitis medias y las infeccio-
nes urinarias causadas por este microorganismo. Cuando se
instala en una sala de hospital es diffcil de erradicar,
ya que es capaz de desarrollar en soluciones antisépticas
(33, 38).

Pseudomonas aeruginosa produce una variedad de

toxinas y enzimas extracelulares, algunas de las cuales
contribuyen en su patdgénesis, asf como varios tipos de
pigmentos, tales como la fluorescefna y la plocianina.
Esta dltima es de especial importancia debido a que po-
see clerta actividad antimicrobiana {10, 33). Por otra
parte, este microorganismo presenta una estructura colo-
nial lne§table, encontrédndose colonias que pueden ser ru-
gosas, lisas o mucoides (33), que contribuyen a su versa-
tilidad fenottpica. '

| En el presente trabajo se realizard un estudio
_de algunas de las exoenzimas relacionadas con la patoge-
nicidad, pigmentos, aspecto morfolégico y pFueBas de sus-

ceptibilidad a diversos antimicrobianos de cepas de Pseu-
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domonas aeruginosa aisladas a partir de exudados de pacien

tes hospital izados que presentaron quemaduras de segundo y
tercer grado y de medio ambiente extrahospitalario. Este
estudio pretenderd establecer de qué manera se estdn pre-
sentando actualmente dichas caractertsticas en diferentes
cepas y asimismo observar si el lugar de aislamiento pre-

senta alguna influencia sobre estas caractertsticas.
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I'.- GENERAL IDADES:

A) CARACTERISTICAS DEL GENERO Pseudomonas.

Los ﬁicroorganismos pertenecientes al género Pseudo-
monas son bacterias que se hallan libres en la naturaleza y
_se encuentran ampl iamente distribufdas en el suelo, agua,
aguas negras y en.el aire (6, 13, 31). Poseen, en general,
las siguientes propiedades fenotfpicas:

Son bacilos unicelulares, Gram-negativos, no espo-
rulados, rectos o en ocasiones |igeramente curvos; miden de
0.5 a 1 um de ancho, por 1.5 a 4 um de largo. Las especies
méviles poseen uno o varios flagelos polares; sin embargo,
en medios sélidos se ha reportado movilidad por contraccién
en algunas cepas ﬁo flageladas de Pseudomonas aeruginosa
(6, 10).

“Utilizan los carbohidratos, oxidandofos con la‘

cbnsecuente‘produccion, de acldo, mds no de gas, es detlr,
su metabol Ismo es respiratorio, pero nuncé fermentativo o
fotosintético (1). Son aerobios estrictos, siendo el oxfge-
no molecular el aceptor universal de hidrdgeno. Sin embargo,
crecen bajo condiciones anaerobias en presencia de nitrato
'y arginina, dsando estos sustratos como aceptofes.de eléc-
trones, por lo que se les encuentra como uno de los parF‘
ticipantes mads activos en los procesos de mineralizacidén
de 1a materia organica en la naturaleza (10, 13).

Todas Iés especies dé este género son catalasa po-
sitivas y dan feacéiones negativas parayindol, rojd de metilo

Yy acgtllmetlltarblnol, Con algunas excepcioﬁes, las especfes:v
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de este geénero son fuertemenfe pbsitivas para la indofe-
nol -oxidasa.

Pseudomonas no son exigentes en cuanto a sus re-
querimientos nutricionales, ya que son capaces de desarro-
llarse en una gran variedad de medios de cultivo. Muchas es-
pecies crecen en medio mfnimo, sin la presencia de factores
de crecimiento, conteniendo solamente amonio como @Gnica fuen
te de carbono y energfa. S6lo pocas especies requieren ami-
nodcidos y vitaminas como factores de éreclmiento (18).

Algunas especies producen dcidos a partir de la
oxidacién de alcoholes y aldosas, especialmente cuando és-
tos se encuentran en altas concertraciones. Pueden acumular
poli -R- hidroxibutirato como reserva intracelular de carbg
no, particularmente bajo sondiciones de privacidn de nitré-
geno (6, 10). | | |

La temperatura 8ptima de crecimiento de este gé-
nero de microorganismos varta considerablemente, ya que va
desde 40 hasta 43°C, pero para la mayorfa de las especies
la temperatura 6ptima se encuentra alrededor de los 30°C.

Todas las especies pueden crecer bien en un pH
neutro o alcalino (7.0 - 8.5), pero muchas son incapaces
de crecer a pH de 6.0 o menor,

Al gunas especies requieren 1.0% de Na C! como re-
querimiento osmdtico 6 bien como requerimiento espectfico
de sodio para su crecimlento. |

La producciodn de pigmentos es una propiedad carac-
terfstica de ciertas especies y varledades y pueden ser-dé

varios tlpos, como las pteridinas, hidrosolubles y fluores-
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centes, pudiéndoseles observar en gran variedad de medios
de cultivo, pero particularmente en aquellos con bajo con-
tenido de fierro y las fenazinas, conccidas como piociani-
nas, de color azul, rojo, amarillo o verde, que son sintet]
zadas por la vfa de los aminodcidos aromdticos. Los pigmen-
tos carotenoides pueden ser producidos al menos por cuatro

especies bien caracterfsticas: Pseudomonas vesicularis,

Pseudomonas mendocina, Pseudomonas flava, Pseudomonas pa-

lleronii, siendo responsables del color amarillo o naranja
.de las colonias de estos microorganismos (10).

Las caracterfsticas mInimas necesarias para la
identificacion de las especies del género Pseudomonas se

resumen en la siguiente tabla (33):

Caracterfstica: Signo:
Gﬁaﬁ-negativo, recto o 1igeramente
~curvo +
No esporul ado : +
Flagelo polar mono o pluritricus +
Movil idad ' Usualmente +
.0 F glucosa medio abierto 4cido | +0 =
O‘F‘glucosa medio cerrado 4cido -
Glucosa gas | ‘ ‘ -
I ndofenol -oxidasa | | +0 —
Catalasa - +
Pigmentos fotosintéticos o -
lwd.rqodemuno,aaﬂl e
' metil carbinol -
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Las especies de este género contienen de 58 a 70%
moles de Guanina - Citosina en el ADN.

Algunas cepas de especies caracterfsticas, en nd
mero muy reducido, pueden ser hospederos de bacteriéfagos
(6).

La transferencia genética por transduccidn se ha

mostrado en Pseudomonas aeruginosa y en Pseudomonas putida.

En la primera también se puede observar conjugacién (6).
Este género de microorganismos incluye agentes
etioldgicos de importantes enfermedades de plantas y ani-
males (10).
De las muchas especies de Pseudomonas aisladas

de material cltnico humano, s6lo tres (Pseudomonas .aerugi-

nosa, Pseudomonas pseudomallei y Pseudomonas mallei) se

asocian usualmente con enfermedades en el hombre.

El incremento de padecimientos oportunistas en
donde frecuentemente se encuentra a miembros del género
Pseudomonas, ha despertado gran interés, tanto médico como
genético, por el estudio del papel de estos microorganis-
mos como patégenos en el humano y como posible fuente de

recursos (10, 18).
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B) Pseudomonas aeruginosa Y SU IMPORTANCIA CLINICA.

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo que pue-

de desarrollarse tanto en hdbitat exdgenos como enddgenos.
Aunque se ha aislado frecuentemente a partir de diversas le-
siones en el humano, su papel en las enfermedades humanas se
considerd durante mucho tiempo insignificante, ya que rara-
mehte ataca a individuos normales inmunoldégicamente (10,13,15).

Pseudbmonas aeruginosa es esencialmente un patdgeno

débil, pero su capacidad para sobrevivir y crecer bajo condi-
ciones adversas para la mayorfa de las especies patdgenas le
confiere caractertsticas de un oportunista (i0).

lgualmente, la capacidad para desarrollarse bien a
la,tempefatura del cuerpo y de poseer varios factores téxicos,
tales como la produccidn de una vafiedad de toxinas, enzimas
y pigmentos, algunos de los cuates Indudablemente coﬁtrlbuyen
a la patogenicidad, le confieren a esta bacteria ventaja sobre
muchos otros oportunistas (10).

Por otra parte, los factores de predisposicion del
hudsped, como edad, quemaduras, tratamientos prolongados con
antimicrobianos de amplio espectro e inmunosupresores, son
extremadamente {mportantes en el desarrollo‘de las enfermeda-

des causadas por este microorganismo.
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A las diversas enfermedades causadas por Pseu-

domonas aeruginosa se les puede dividir en:

1) Locales. En heridas de piel (especialmente en quema-
duras y alceras ectimatosas), en tracto urinario (cistitis,
pielonefritis), en tracto respiratorio (fibrosis qulstica,
bronconeumonta), en ojo (conjuntivitis necrosante), en |
ofdo (otitis externa, perocondritis) y en aparato diges-
tivo (diarreas, principalmente en neonatos).
2) Generalfizadas, Como la septicemia, en la que la bacte-
ria es acarreada por el torrente sangufneo y se origina a
partir de una enfermedad primaria local (10).

Se le puede encontrar también causando meningitis
. {por contaminacién en el equipo de puncion lumbar) y endo-
carditis como consecuencia de la septicemia.

En animales, los cambios patolégicos son simila-
res a los que se observan en enfermedades invasoras eii el
humano y pueden producirse por la inoculacién de cul tivos

de Pseudomonas aeruginosa, 1o que representa una herramien-

ta atil para su estudio (10). Se ha observado que la LDSD,
al inocular ratones por.vfa intraperitoneal con un cultivo

fresco de Pseudomonas aeruginosa (con aproximadamente

7x108 bacterias), causa la muerte por septicemia del 70
al 80% de los animales.

El tratamiento de las enfermedades causadas por
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este microorgénismo es diftcil y, por lo tanto, Ta mortali-
dad muy elevada (en la septicemia puede ser superjior al
80%) (13); ademds de ser un microorganismo bien conocido
como un frecuente contaminante de equipo de hospital (v.g.
respiradores, humidificadores, etc.) y de algunas solucio-
nes antisépticas, asf como su elevada resistencia a diver-
sos agentes antimicrobianos, hace de suma‘importancia el
desarrollo de métodos efectivos de profilaxis, en donde

el estudio inmunoldgico de Pseudomonas aeruginosa juega

un papel importante en el desarrollo de sueros y vacunas
- (10, 15, 24).
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C) AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Pseudomonas
aeruginosa.

A Pseudomonas aeruginosa se le pueds aislar fre-

cuentemente del suelo y del agua, en contraste con el huma-
no sano, en donde sdlo se encuentra en el conducto intesti-
nal del 10% de los individuos y en forma esporadica en las
zonas hamedas dé la piel y en 1a saliva (13).

Pseudomonas aeruginosa son bacilos Gram-negativos

que miden de 0.5 a 0.8 gm de ancho, por 1.5 a 3.0 pm de lar,
go. Se les encuentra solos, en pares o formando cadenas
cortas. Su contenido de guanina-citosina en el ADN es de

67% moles. Son moviles por uno o varios flagelqs polares
(6). Sin embargo, la movilidad por contrsccion en la super-
ficie de medios solidos se ha reportado en cepa§ no fiage-.
ladas (9, 10);

Pseudomonas aeruginosa crece con facilidad en los -

medibs de cul tivo comunes, a temperaturas de 37°C hasta
42°¢, no pudiendo desarrollarse a 4°C (6, 13). No fermen-
ta ningdn carBohidrato. forma geheralmente coloﬁtas redon-
~das, lisas, de color verdoso fluorescente y de olor carac-
‘terfstico (to}tllla hameda), que\corre#ponde a un compues-
to identificado como 2-aminoacetofenona (11). Algunas de

las ¢epas.ppseen actividad hemolftica tibo Q (]3),
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Las caractertsticas mfnimas para poder fidentificar

a Pseudomonas aeruginosa se resumen en la tabla siguiente:

Caracterfstica: Signo: % Positi-
vidad:

Flagelo polar mono o plu-
rftricos (3 f!a?elos como

maximo por polo + 96
Movilidad + s 96
0 F glucosa en medio abler

to + 97
0 F mal tosa medio aclido - - b
Indofenol oxidasa + 100
L-Lisina descarboxilasa - 0
sl e

¢recimiento a 429C + 100

Muchas de las cepas de Pseudomonas aeruginosa pro-

ducen una fenacina,llamada comunmente piocianina, pigmento
de color azul -verde, soluble en agua y cloroformo y que po-
see clerta actfvidad antimicrobiana. Asimismo, otras cepas
de Ta migma espécle pueden sintetizar ademds otros pig-
mentos como pioverdina o fluoresc;fna (amarlilo verdoso y
fldorescente), piorubina (rojizo) y piomelanina (café o ne-
gro hidrosoluble), éunque'menos'dél 3% de cepas cl?fnicas

aisladas son productoras‘de este @dltimo (2, 10, 13).
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La observacién de fluorescencia bajo irradiacién
ultravioleta es un criterio muy usual en la deteccién de

Pseudomonas aeruginosa. La produccién de fluorescefna puede

incrementarse afiadiendo al medio de cultivo 0,03% de cetri-
mida, 1o que facilitara el aislamiento a partir de muestras
clinicas (10).

En 1o que se refiere a la produccién de piocianina
es recomendable el uso de Agar Tech, ya que es un medio muy

efectivo, simple y barato (47).
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D) TIPIFICACION.

El incremento en la importancia de las enferme-

dades debidas a Pseudomonas aeruginosa ha exigido que en

muchos hospitales se realice la diferenciacién de cepas,

a fin de llegar a establecer las fuentes y mecanismos de

transmisidn de un microorganismo aislado de un brote epi-
démico (3, 10).

| Los métodos mas usados para la tipificaci6n de

cepas son los siguientes:

Determinacién de serotipos, sensibilidad a antimicrqbia-

nos y tipos piocianogehicos (3).

La tipificacién por fagos de Pseudomonas aeru-

ginosa es una herramienta usual en la subclasificacion o
clasificacion mas fina de cepas aisladas de pacientes
(que no es posible lograr por medio de los serotipos)
(34).

Ningan método por sf solo puedé darnos tanta
informacion como la que se puede obtener por combinacidn

_de al menos dos de el]os (10).
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E) VARIACION MORFOLOGICA EN Pseudomonas aeruginosa.

Se ha reportado una gran variacién morfoldgica en

cepas de Pseudomonas aeruginosa: colonias lisas, rugosas,

mucoides, gelatinosas, enanas, etc. y es comdn aislar una
o mis de estas variedades de un mismo paciente (54).
Un aspecto importante en la variacién fenotfpica

de las colonias de Pseudomonas aeruginosa es el hecho de que

estos microorganismos sufren disociacion (8). Este fendmeno

ocurre tanto in vivo como in vitro, aunque no es propiedad

de todas las cepas, ni de aquellas aisladas del torrente
sangufneo (27, 57).

En las cepas disoclantes existe estabilidad de
reacciones; én cambio, hay diferencia en la pigmentacién
(en intensidad y tono), en los tipos seroldgicos y en los
patrones de tipificacion por fagos. Se ha detectado fam-
bién que no existen grandes diferenqias entre las colonias
de las cepas disociantes de una misﬁé cepa original (54,
57). |

Se ha observado que, después de la exposicidn

a bacteriofagos, algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa
preséntan conversion morfol6gica colonial en donde el cam
bio mds sorprendente es la transformacidén de colonias
nb-mucoides a mucolides (parece depender de la iniciacién
del ciclo 1ftico), ast como la conversiéon de cepas iridi-
céntés (brillo metdlico) a cepas que no lo son (40, 57).
Es comﬁn observar que en cepas de Psgudomonas

aeruginosa aisladas de pacientes, la variacion es espon-
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tanea in vitro de la forma colonial mucoide a la no-mu-
coide. La a§ociaci6n particular de colonias mucoides con
enfermedades del tracto respiratorio y especialmente co-
man en fibrosis qufstica, evidencla que el cambio de for-
ma de no mucoide a mucoide puede ocurrir en el cuerpo hu-
mano, Ademds, Dogget y sus colaboradores (1966) observa-
ron que las formas no mucoides sjiempre preceden a las mu-
coides, que ocasionan dafios mds extensos en el paciente y
sugieren, por tanto, que las variantes mucoides sean natu-
ralmente seleccionadas (40, 54). |n vitro, las cepas mu-
coides son extremadamente inestables .de acuerdo con la
composicion del medio que juega un papel muy importante;
recientemente se demostrd que es posible aumentar la es-- »
tabilidad de estas cepas cultivandolas en agar citrato-de
soxicolato (21).

Otro factor que influye en el aspecto de las co

lonias de Pseudomonas aeruginosa es la presencia dz pllis
polar, ya que éste confiere movilida& por arrastre, lo
que provoca que las colonias se observen extendidas, ru-
gosas y con bordes irregulares, mientras que las mutantes
sfn pilis no forman este tipo de colonias, sino que son
lisas, mucho mas pequefas y con bordes regulares (9).1
Los antibi6ticos también afectan la morfologla
~-de la bacteria y podemos mencionar el caso de los Q-lac-

tamicos, ya que algunas bacterias presentan ciertas pro-
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telnas (indispensébles'bara la forma, elongacién o simple
mente necesarias para la bacteria misma) con afinidad para
~ligarse covalentemente al Cl4, de la benzil=-penicilina,
unién que da como resul tado diversos dafios, como por ejem-
plo:

— Formacidn de esferoplastos, seguido de la rdpida lisis.
— Generacion de formas esféricas osméticamente estables.
— |Inhibici6n de la divisién celular, causando la filamen-

tacion de la bacteria (12).

Entre los cambios mas frecuentemente causados por
antibidticos podemos también citar la formacidn da cadenas,
perforaciones en la superficie, elongacion, extremos redon
deados y formas estreptocéccicas (55).

l.a variacion morfoldgica tiene, entre otras, dos
“importantes consecuencias:

Primera, caracterlsticas en la pigmentacién,

la cual puede ser afectada por la disociacion,

que no es particul armente deseable como marca-

dor genético; y

segunda, las cepas disociantes muestran sus-

ceptiibilidad en la tipificaéibn por fagos, lo

que crea dificul tades para estudios epidemio-

16gicos y de transduccién (27).
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F) EXOENZIMAS RELACIONADAS CON LA PATOGENI -
CIDAD Y OTROS FACTORES TOXICOS.

En los dltimos afios se ha demostrado que las ep
zimas extracelulares, exotoxinas y algunos de los metabo-
litos secundarios de estas sustancias producidas por Pseu-

domonas aeruginosa, tienen una importante relacién con la

virulencia y son altamente téxicos (25, 28, 36). A conti-
nuacién se e*pondran los diversos dafios, formas de actuar
y caracterfsticas de las principales exoenzimas y produc-
tos extracelulares relacionados con la patogenicidad de es
te microorganismo:

F, V.- Factor fitotéxico,

Pseudomonas aeruginosa se reconoce como un pa-

togeno de vegetales que puede causar lesiones necréticas
en las hojas de la planta del tabaco y lechuga, ya que po-
see un factor fitotéxico que parece ser anilogo al de Pseu-

domonas tabaci. La estructura de este factor es similar a la

metionina, excepto porque la molécula de sulfuro de este
aminodcido estd reemplazada por un carbonoy funciona como
un metabol ito andlogo a la metionina, bloqueando su meta-

bolismo. En el caso de Pseudomonas aeruginosa, este factor

no ha sido completamente caracterizado hasta el momento.
Sin embargo, la naturaleza del factor fitotéxico parece

ser no téxico para los tejidos animales (36).
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F, 2.- Pigmantos.

Es bien conocido que Pseudomonas aeruginosa pro-

duce varios pigmentos entre los cuales tenemos a la piocia-
nina (derivado de la fenacina), la que ha demostrado poseer
efectos téxicos sobre esferoplastos, células epiteliales y
cultivos de tejidos. [nyecciones de este pigmento en anima-
les no causan aparentemente dafios significativos. Esta sus-
tancia act@a ademds como antibidtico (bacteriocina) contra
. otras cepas de la misma especie u otras Intimamente relacio
nadas .y su produccidén estd controlada por plasmidos, Su im-
portancia reside en que al actuar como antibidtico ayuda a
suprimir a las otras bacterias de la flora, facilitando la

colonizacién de Pseudomonas aeruqinosa'(lo, 31, 36).

F, 3.- Acido cianh!drico.

La produccion de 4cido cianhtdrico por Pseudomo-

nas aeruginosa es un fendmeno interesante, ya que se encuen

tra en los tejidos de animales muertos por infecciones con
este microorganismo y que, ademds, han sido almacenados.
No hay evidencia indicadora de la produccién jn vivo de
suficiente cantidad de esta sustancia para ser responéa-
ble dé sfntomas toéxicos, pero en quemaduras colonizadas
' extensamente por este microorganismo puede contribufr en
los efectos patolégicos.

La importancia del 4cido cianhldrico estd ligada
al aspecto médico legal, ya que es factible encontrar esta

sustancia en las autopsias (10, 36).
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F, 4.- Enzimas proteolfticas.

Pseudomonas aeruginosa produce comunmente varios

tipos de enzimas proteollticas que pueden licuar la gela-
tina, degradar la casefna y disolver la elastina y fibrina.
Estas enzimas proteol fticas pueden sar producidas en ele-
vada concentracidén en medios que no contengan glucosa y su
actividad aumenta en presencia de dcido ldctico, el cual
tiende a acumularse en los tejidos infectados o dafados,
por lo que representan uno de los principales factores en

la patogénesis (10, 25, 36)

Elastasa y Proteasa.

Pseudomonas aeruginosa produce tres tipos de

proteasas: neutra, semialcalina y alcalina (fracciones 1,
i y 111, respectivamente) (42).

Las cepas elastasa positivas producen dos prb-
teasas (fraccion Il y 111) y las cepas elastasa negatfvas
producen sélo una proteasa (fraccién [Il). La proteasa
neutra (fraccion }|) es producida por cepas tanto elastasa
(+) como (=), pero su actividad es muy pequefia y des-
preciable (41).

Los tres tipos de proteasa poseen diferentes
pH 6ptimos de actividad, de ah! sus nombres. Estos pH
son: 6.5 (para la neutra, fraccién 1), 8.0 (para la se-
mialcalina, fraccion 11) y 10.0 (para a alcalina, frac-

cién 111) (41).
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La proteasa'semialca}lna (fraccién |1) difiere
de las otras porque posee, ademds, actividad elastol ftica.
Es todavfa desconbcido cdmo las actividades proteol fticas
y elastolfticas residen en una sola enzima, que ademds pa-
rece similar a la elastasa pancreatica (42).

Se ha demostrado por diversos estudios que tanto
la actividad proteolftica como la elastol ttica poseen el
mismo sitio activo en 1a enzima., También se ha observado
que la actividad elastolltica puede ser un cardcter diso-
ciante de las espescies, ademds de ser Zn2+ dependiente
(h1, 42, 43).

La proteasa alcalina (fraccidn I1l) no muestra
ninguna actividad elastolftica y es una metaloenzima, ya
que depende del idn Ca2+ y algunos metales pesados puéden
aumentar su actividad, como por ejemplo el idén Co2+ (41,
L2, 43), .
| Cuando se inoculan proteasas y elastasa por vré
intreperitoneal, intravenosa, intrapleural 6 intranasal
se observan hemorragia pulmonar severa debido a la des-
truccién de las fibras eldsticas de las arterias, hemo-
rragias en pleura, diafragma, peritoneo y mucosa del trac-
to gastrointestinal, En la piel causa lesiones ulcerati-
vas, hemorragia en el tejido subcutdneo y lesiones seme-
jantes al eczema gangrenoso. En asa ligada de intestino la
proteasa causa inflamacidn y atrofia de los plexos de
Auerbach y hemorragia en los capilares de 1a submucosa;
en cambio, la elastasa aunque produce también atrofia de

los plexos de Auerbach, presenta hemorraglia menos severa,
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por 1o que estas enzimas juegan un papel muy importante en

la enteritis por Pseudomenas aeruginosa. En 1a cérnea es-

tas enzimas son responsables de opacidad, formacion de al -
ceras, necrosis y destruccién total (10, 22, 25, 28).

Las dosis mInimas letales (DML) valoradas en un
perfodo de 24 horas, de acuerdo con diferentes rutas de ing

culacian, son (28, 36):

Via: Proteasa: Elastasa:
Intravenosa 375 mg 30 mg
Intraperitoneal 200 mg 125 mg
Intrapleural 100 mg 62.5 mg

Como ﬁe ve, pararla‘elastasa las dosis son meno-
res. Esta enzima déstruye la capa elastica de los vasos san
gufneos e inactiva al complemento, destruyendo todas las
fracciones, con excepcién de dos componentes (C4 y C7), lo
cual puede asociarse a una pérdida secundaria de la quimio-
éaxis, disminucion de la fagocitosis y la respuesta inflamg
toria, ya que se impide la liberacidn de las enzimas lisoso-
micas (10, 28, 32).

Lecitinasa

Esta otra enzima proteolftica parece ser respon-

sable de 1a induracion y edema de la piel. La inyeccion por

vta intraperitoneal o intravenosa causa necrosis primaria
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en el hltgado. Esta enzima posee también actividad leucocl-
dica (4, 35).
Colagenasa

La colagenasa presenta una variedad de lesiones
en los tejidos de los ratones, dependiendo de la vfa de ino
culacion usada. Por instilacion nasal provoca hemorragia
pulmonar confluente; por vfa intraperitoneal hemofragias
abdominales severas, con foco en la‘mucosa intestinal ; por
vfa intravenosa hemorragia abdominal, petequias y necrosis
focal en los pulmones; por inyeccién subcutdnea lesiones
necr6ticas y ulcerativas (10, 15).

F, 5.~ Sustancias hemolfticas.

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa producen dos

sustancias hemol Iticas. Una termoldbil llamada fosfolipasa
€, que cataliza la hidrélisis de la fosfatidilcolina (le-
citina), dando fosforilcolina y diacilglicerol; la otra es
glicol fpido termoestable cuya estructura fue elucidada por
Jarvin y Johnson (1949); este glicoltpido es soluble en
sol ventes lipfdicos, lo que'la hace diferente de las hemo-
lisinas de 1a mayorfa de las bacterias.

Este glicollpido parece tener una funcidn de de-
tergente, so!ubilizando los fosfollpidos, que aumentan la
actividad de 1a fosfolipasa C. La produccion de esta sus-
tancia es favorecida por una baja concentracion de fosfato
y elevada concentracién de glucosa.

El propdsito fisioldgico de estas hemolisinas en
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el organismo del huésped, es el de actuar cooperativamente
con la fosfatasa alcalina en la liberaci6n del fosfato inor-
gdnico de los fosfol Ipidos. Esto es particularmente intere-
sante porque los pulmones de los humanos y animales poseen
una cubierta surfactante, la cual estd compuesta principal -
mente de fosfolftpidos y, por lo tanto, la combinacién de
glicolfpido hemol ftico y de 1a fosfolipasa C puedéﬁ produ-
cir dafios tisulares considerables en las.inFecciones pulmo-~
nares, ademds de admentar 1a colonizacién en el tejido pul -
monar y formar lesiones en la piel (7, 10, 32, 36).
| F, 6.- Exotoxinas.

Muchas cepas de Pseudomonas aeruginosa pueden

producir in vitro una exotoxina denominada Toxina A —pro-
bablemente también la originen in vivo— que inhibe en for
ma notoria la slntesis proteica en eucariotes, provocando
edema y necrosis, choque hipotenso en perros y la muerte en
ratones (25, 28, 31, 36). Esta Toxina A es de nafuraleza
protefca con un PM=54,000 y un punto isoeléctrico de 5.0
(46). | |

El mecanismo de accion de 1a Toxina A es idénti-
co al de la toxina diftérica, que actda catallizando la
- transferencia de la 5-adenosin difosfatorribosa (ADPR),
mediante la nicotinamin-adenosfn-dinucledtico (NAD),
al factor de elongacién 2 (EF-2), dando como resul tado el
complejo adenosindifosfatorribosa-factor de élongacionrz

(ADPR-EF2), que es inactivo en la sintesis de protefnas
(28, bk 52). |
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La LDSD de la preparacién purificada de Toxina A,
-administrada a ratones de un peso aproximado de 20g fue de
6 mg de protefna aproximadamente (46).

Algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa producen

una segunda protefna extracelular (ex0enzfma S), que se ha
demostrado tiene actividad de ADPR transferasa.

La exoenzima S difiere de la Toxina A en que no
ADP-ribosila el factor EF-2, pero cataliza la transferencia
del ADPR mediante el NAD a un gran ndmero de sustratos de
protefna§ en los extractos de células eucariotes. La exoen-
zima S difiere también de la Toxina A en que es termoesta-
ble y aunque existe enorme evidencia de que la Toxina A es
uno de los principales factores de virulencia de Pseudomo-

nas aeruginosa, poco se conoce acerca del papel de la exo-

enzima S. Lo que se sabe es que en pacientes infectados
por cepas capaces de prodhcir ambas toxinas, el prondstico
de supervivencia es mucho menor que el de aquellos infecta
" dos por cepas productoras de una sola toxina (52, 56).

F, 7.~ Enterotoxina.

En 1971, Kabota 'y Liu encontraron que la inyec-

ci6n de un cultivo de Pseudomonas aeruginosa en asa }igada

de intestino de conejo causaba una gran acumulacion de fluf-
do. Tal efecto lo atribuyeron a una enterotoxina, que se ha
asociado con cuadros diarrefcos denominados curiosamente
"fiebre de 5 dfas" o "fiebre de Shangai'. Esta enteroto-
xina no ha sido adn bien caracterizada, pero es termolabil

'y probablemente de naturale;a protefca (10, 31, 36).
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F, 8.- Cubierta superficial.

La cubiertas superficial dz Pseudomonas aeruginosa

es probablemente el equivalente funcional de las cdapsulas
de muchos bacilos Gram-negativos. La respuesta a la inocu-
Tacidn dz esta cubierta es idéntica a la observada en el
inicio de una infeccion letal, cuando se inocula el bacilo
viable, presentandose las manifestaciones caracterfsticas
de leucopenia y muerte (35, 51),

La cubierta superficial de Pseudomonas aeruginosa

difiere de los |ipopplisacdridos componentes dela superfi-~
cies da2 otros microorganismos, tanto en sus propiedades qufl
micas como bioldgicas, de las cuales podemos enumerar las

siguientes:

Lipopol isacdridos (LPs) Cubierta Supeficial (CS)
1.~ Sedimenta rdpidamente por No sedimenta a
centrifugacion. 105,000 g/ 3 horas.
 2.-LDgy = 60 - 90 pg/g LDgy = 30 ya/g
3.- S6lo reacciona con el ~ Sélo reacciona con el
suero anti-LPs suero anti -CS
L.- No inhibe 1a fagocitosis Inhibe marcadamente la
fagocitosis
5.- LIpidos totales 21% 7%
6.- Contiene Ramnosa, glu- Manosa, galactosa y
cosa y orcinol (+) orcinol («)

F, 9.~ Produccidn y patogenicidad.

Se ha encontrado que las cepas de alta virulencia

producen cantidades significativamente mds altas de protea-
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sas y gelatinasa, que aquellas d= baja virulencia y que
difieren en la produccién de otras enzimas, tales como
colagenasa, elastasa, fosfolipasa, fosfatasa alcalina,
hemol isina y bNAasa, que son significativamente diferen-
tes entre las cepas de alta y baja virulencia (25).

Para demostrar y estudiar el mecanismo de pato-

genicidad de las enzimas y productos de Pseudomonas aesru-

ginosa se ha utilizado el modelo del ratén quemado, dando

excelentes resultados (25).
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~G) SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS.

£s un fendmeno comdn que la frecuencia de enfer-

medades causadas por Pseudomonas aeruginosa en muchos hos-

pitales se encuentre en aumento, Las razones no han sido
comple tamente determinadas, pero indudablemente existe una
relacidn con el uso y abuso da los antimicrobianos, que
han sido factores determinantes en la aparicidn o el incre-
mento de la resistencia que presenta este microorganismo a
la mayorfa de los antibidticos comdnmente utilizados (23,
26, 27, 39).

Este incremento ocurre principalmente por una
presién de seleccién del antibidtico, que facilita la pro-
liferacidn de clonas resistentes y el intercambio del ma-
terial genético responsable entre las bacterias (23).

El principal mecanismo de resistencia entre es-
tos microorganismos es a través de la transmisién de plas-
midos R. Se han realizado diversos estudios para determi-
nar el origen de estos plasmidos (Smith y Armour, 1966),
en los que se ha encontrado evidencia de que los factores
de transferencia de resistencia (FTR) hallados en Pseudo-

monas aeruginosa pueden provenir de las enterobacterias,

observdndose especialmente que cepas de E. coli podrfan
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transferir FTR a cepas de Pseudomonas aeruginosa sensi-

bles, con una baja frecuencia (23, 27).
Existen otros estudios que ponen de manifiesto
que la transferencia de la resistencia a drogas entre

enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa ocurre en la

‘naturaleza (10, 27).

Entre las funciones que actdan como factores
adicionales para el incremento en la patogenicidad de
la bacteria, determinadas por los plasmidos, podemos

mencionar las siguientes (14, 39):

1.- Replicacién, reparacién y recombinacién. .

2.- Fertilidad.

3.- Restriccion y modificacion.

L,- Resistencia a agentes antimicrobianos.

5.- Resistencia a metales téxicos y detergentes.

6.- Resistencia a bacteriéfagos.

7.~ Mefabolismo de azdcares y compuestos
aromaticos.

8.- Adhesion celular.

9.- Virulencia.

Las diferentes formas de resistencia a los anti-=
microbianos conferidas por los plasmidos R, las podemos

resumir como sigue (10, 13, 14, 39):



Actividad codificada
por plasmidos R.

Sustancias producidas y lg
calizadas en la membrana -
interna o externa, que im-
piden la entrada de la dro
ga por interferencia con -
el. sistema de transporte o
por bloqueo de los poros.
Produccién de una enzima
que modifica el sitio de
accion de la droga en la
sub-unidad 508 del ribo-
soma.

Produccion de una enzima
que destruye al antibig-
tico'bor modi ficacion o
hidrélisis. La enzima -
puedé ser intracelular,
extracelular o ambas- -
(por ejemplo g-lactama-

say acetilaéas);

Produccién de una enzima

sustitulda que sea resis
tente al antibiético y -
que reemplace a una enzj
ma antibidtico-sensible

esencial.

(30)

Razén de la inacti-
vidad del antimicrobiano:

El antibiético no
puede entrar a la

célula.

El antibidtico en-
tra en la célula,
pero la droga no
se une al sitio de
accién,

Dan como resul tado
un antibiodtico inac

tivo.

La enzima sustjtuf-
da permite que la

célula crezca.
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No todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa son

resistentes a la mayorfa de los antimicrobianos de uso co
man, sino que existen cepas hipersusceptibles, como es el
caso de las cepas mucoides. Esta caracterfstica de los an-
tibioticos en las bacterias Gram-negativas, se ha correlacig
nado con alteraciones en la membrana externa, en particular
en los lipopolisacaridos y en la composicidn de las protef-
nas (29).

Debido a que la terapia con antimicrobianos en

enfermedades causadas por Pseudomonas aeruginosa da resul -

tados insatisfactorios por las dificultades para lograr ni-
veles adecuados en los tejidos, los efectos toxicos de las
drogas utilizadas y el problema de resistencia, se ha pro-
piciado 1a bdsqueda de nuevos agentes antimicrobianos natu
rales y sintéticos que puedan ser utilizados; tal es el ca
so de: Alpacilina, Piperacilina, Azlocilina, Cefoperazona,
Ceftadizina, Moxalectama, etc, (59, Ls, 54), De la misma
manera se investigan otras formas de mejorar la actividad
de los antibiéticos, mediante bloqueadores de las enzimas
que los inactiven, como por ejemplo el acido cfavu)anico

o por sinergismo en una misma via metabdlica o sitio de
accion, como trimetropin/sul fametoxazol y piperacilina/to-
bramicina (16, 23).

Existen varios mdtodos para determinar la sen-
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sibilidad de los microorganismos frente a diversas drogas
o antimicrobianos: ,

Método de difusién a partir de discos (Kirby-
Bauer), método de diluci6n, ya sea en tubo o en placa,
prueba de inactivacién de enzimas contra los antimicro-
bianos y pruebas automatizadas (33).

Entre estos métodos, el mads usado por su facili-
dad es el de Kirby-Bauer, que realizado en forma correcta
es confiable y comparable en sus resultados a las técnicas
mas laboriosas de dilucién en tubo o placa, por lo cual es
necesario tomar en cuenta los siguientes factores que in-
fluyen significativamente en el resultado de las pruebas:

Son especialmente importantes la densidad o ta-
mafio del in6culo, incubacién (tiempo y temperatura), pH
del medio, atmdsfera, estabilidad de los antimicrobianos,
actividad metabélica de los microorganismos (20, 31, 33,
37). El efecto antag6nico de los cationes divalentes en
la actividad antibacteriana de los aminogluc6sidos, poli-
mixinas, tetracilinas y sulfonamidas es muy importante,
ya que se ha observado que la adicién de iones Ca y Mg
al caldo de Mueller-Hinton provocan un efecto de aumento

en las CMIs de aminoglucésidos y tetraciclina para Pseu-

domonas aeruginosa. En cambio, producen bajos efectos

en las CMIs (Concentracién MInima Inhibitorias) de car-



bencilina (17, 33), condiciones que con el método da
Kirby-Bauer no son faciles de controlar,

En lo que se refiere al método d= dilucién en
placa, utilizando un replicador de Steers, se tienen las

siguientes ventajas:

i) En una sola placa puaden probarse hasta 30 cepas di-
ferentes.

ii) Permite dascubrir la presencia de contaminaciones,

iii) Los resultados son reproducibles en un 95%.

iv) Se puede efectuar control de la pofencia y concentra-

cién de 1os antimicrobianos eﬁpleados (23).

Para la interpretacion de las pruebas de suscep-
tibilidad y de resistencia, se deben da tomar en cuenta:
1, - Lé relacion entre la CMI o CML (concentracidn mfnima

letal) del microorganismo con los niveles de antimi-
- crobiano en sangre o en algunos casos en orina u otro
flutdo.
+2.- La relacion de la susceptibilidad de‘la cepa probada
“con la de otros miembros de la misma especié.
3.- La experiencia clfnica en el tratamiento del tipo
barticulak de enfermedad involucrada (33).

Entre los agentes antimicrobianos mas comGnmen -

te utilizados y sus mecanismos de accidn, se encuentran

los siguientes (13, th, 20, 33, 37):



AGENTE:

Penicilinas y
Cefalosporinas

Cloranfenicol

Sul fonamida

Tetracicl inas

Estreptomicina

Gentamiciné
Ami kacina
Tobramicina

'Rifampiclna‘

Nitrofuranos
Aclido Nalidftxico

Polimixina B

(34)

MODO DE ACCION:

Interfiersm con la biosIntesis de
la pared celular a travds de la
interaccion con las uniones peni

cilina-protefna, provocando autolisis.

inhibe la sftntesis de protetnas
por la interaccién con la sub-
unidad 50S ribosomal .-

Inhibidor competitivo de la di-
hidrofolato reductosa. Bloguea
la sfntesis de tetrahidrofolato
y rutas metabdlicas relaciona<
das.

Inhibe la sfntesis de protefnas
por interaccién con la sub-uni-
dad 30S ribosomal.

Inhibe la sfntesis de protelnas
y causa falsa lectura en la tra
duccion, por interaccion con 13
sub-unidad 30S ribosomal.

Unen las sub-unidades 30S y 50S
del ribosoma bacteriano. Causa
falsa lectura en la traduccion
e inhibe la elongacion de la ca
dena peptldica. :

Se une al factor sigma de la —
RNA polimerasa bacterjana y blo
uea ta transcripcion (stntesis
e RNA).

No se conocen completamente, —
Puede interferir con los proce-
sos de 6xido-reduccion.

Interfiere con la replicacion -
del DNA, inhibiendo la accién -
de 1a enzima DNA-girasa.

Recubre la membrana celular de
las bacterias y destruye el - -
transporte activo y su funcién
como una barrera de la permeabij
| idad selectiva. Actla como de--
tergente catidnico.
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Segan el promedio de los niveles que alcanzan en
sangre los antibidticos mds utilizados, podemos considerar
las CMIs para determinar si una cepa es sensible o resis-

tente consultando la siguiente tabla (33, 37):

CMI requeridos (ug/ml) para:
Antibidticos:

Resistencia: Sensibilidad:
. Amikacina > 38 <12
~ Ampicilina > 40 <10
Carbenicilina 3 70 <70
Cefalosporina 2 150 <15
Cloramfenicol > 4o : <11
Estrep;omiciné > 25 <10
Gentamicina s 12 | < 4
‘Acido Nalidfxico > 32 <12
Nitrofurazona > 100 | <25
Polimixina B > 8 < 2
Rifampicina 2 10 <10
Tetraciclina > 30 <5
Tobramicina s 12 < 1

Trimetroptn/Sul fameto-

xazol > 200 <35
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11.- PARTE EXPERIMENTAL.

A) MATERIAL.

1.- Cepas utilizadas.

Se emplearon cepas de Pseudomonas aeruginosa ais-

ladas de pacientes hospitalizados con quemaduras de 20. y
3er. grado, del Hospital "Rubén Ledfero", D.D.F, y de madio
ambiente extrahospitalario, genzralmente de aﬁua de fuentes
ornamentales,

Como cepa control se usd Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853, proporcionada por Laboratorios Abbot de México.

2.- Medios utilizados.

a) Para aislamiento y caracterizacidn:
Agar MacConkey (Difco), Caldo y agar nutritivo (Difco),
Caldo infusidn cerebro-corazén (Difco), Agar infusidn
cerenro-corazén (BHI) dializado. mds leche descremada
(53), Agar-agar (Merck).

b) Para la identificacidn bioqufmica:
Agar Kligler {Merck), Gelatina nutritiva (Difco), Rojo
de Metllo-Voyes Proskauer (Merck), Medio de SIM (Difco),
Medio de Ciirato de Simmons agar (Mérck), Medio 0% base
(Difco), Medin de descarboxilasa de Mozller (Merck),
Medio infusidn cerebro-corazén (Difco),

c¢) Para la determinacidn de exoenzimas:

Para hem8lisis Base de Agar Sangre (Bfoxon)

y erltrocitos humanos 5%
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Para la accidn de Lipase, Test agar, Poly-
Ya lipasa: sorbante (tween 80) (3§).

Para la coagulacidn Plasma humano citratado,fresco,
del plasma: dilucion 1:4 con solucidn
salina isotOnica.

Para la accidn de Plasma humano + CaCl2

la fibrinolisina: al 0.25 %

Para la accifn de Base Agar Sangre (Difco)
la lecitinasa: adicionado de 10% de una

solucidn de yema de hue-
vo + SS1 (v/v). (33)

Para la accidn de Acar para pruzba DMAasa

DiAasa: (Lioxon)

Para la acciln de

ia galatingsa: Gelatina nutritiva (Difco)

Para la accidn de Laor BHL dializado + Ieéhe

las proteasas: coscrzraca (segln Sokol y
coiaborecores) (53)

Para la acci6n de  Madio de elastina seqfn

1a elastasa: formula (S. Barra) (L9)

d) Para la determinacién de pigmentos:
Agar Flo (Bioxon) y Agar Tech (Bioxon) (47}
e) Medio de conservacifn:
'Peptona 2% (Merck) y Agar-agar 1.5% (Merck)
f) Para determinar susceptibilidad a los antimicrobianos:

Base agar de Mueller Hinton (Difco)

3.- Adiciones:
a) Carbohidratos: Glucosa, maltosa y xilosa (Merck) a una
concentracién dsl 10%.
b) L~aminodcidos (Merck): Arginina, Lisina y Ornitina al

1% para Dascarboxilasa base Moeller,
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4.- Antimicrobianos.

Acido Nalidfxico, Lote FIj (Wintrop)
Ampicilina, Lote L -QMAA 8196 (Wyeth-Vales)
Amikacina, Lote A 2662 (Difco)
Carbenicilina, Lote 2774 (Difco)
Cefalosporina, Lote 15/890/ARM, (Abbott)
Cloramfenicol, Lote 79132 (Park-Davis)
Estreptomicina, Lote 680277 (Wyeth-Vales)
Gentamicina, Control 8161-2 (Sheramex)
Nitrofurazona (Bermex)

Polimixina, Lote 143010 (Lab.Dr. Zapata)
Rifampicina, Lote 1090028 (Lepetit)

Sul fametoxazo! (Roche)

Tetraciclina (Sigma Chem.)

Trimetropin (Roche)

Tobramicina (Elly-Lilly)

5.- Reactivos.

Acido ¢lorhfdrico (Merck)
Acido sulfamflico (Merck)
Alfa naftol (J.T.Baker)
Al fa naftil amina (J.T.Baker)
Azul de toluidina (Merck)

| Colorantes de Gram, |
Cloruro de calcio (Merck)

- Cloruro de sodio (Merck)

Elastina (Sigma Chemical Co.)
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Fosfato acido dipotdsico (Merck)

Fosfato dcido monopotdsico (Merck)
Glicerol (J.7.Baker)

Hidréxido de sodio (Merck)

Reactivo de Ehrlich

Sul fato de fierro heptahidratado (Merck)
Sul fato de magﬁéﬁo heptahidratado (Merck)
Sul fato de manganeso tetrahidratado

{Merck)

6.- Amortiquadores.

Amorttguador de fosfatos pH 4, 8 y 11,

7.- Material de vidrio.

Vasos de precipitado de 20, 100, 600 y
1000 ml. (Pyrex)

Probetas graduadas de 50, 100 y 1000 ml
(Pyrex)

‘Cajas de Petri de 100x20 (Pyrex)

Matraces Erlenmeyer grad. de 250 y
500 m}, ?Pyrex)

Matraces volumétricos de 100 y 1000 ml,
(Pyrex)

Pipetas serolfgicas de 1/10x1/100,
‘ Ix1/10, 1x1/100, 5x1/10
y 13x1/10 (Pyrex)

Tubos de cultivo de 13x120, 16x150 y
22x175 (Pyrex)

Tubos de cultivo con tap8n de rosca,
de 16x150 y 22x175 (Pyrex)
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8.- Equipo.
Agitadora con regulador de temperatura (Scientific Precission)
Agitador Vortex Mod. R-90 (Lab-Line instruments)
Asa bacterioldgica de nicromel.
Balanza analftica mod. H35 AR (Mettler)
Balanza granataria, doble plato capac. 2Kg mod. 1510 D (Ohaus)
Bafo giratorio mod. G76 (New Brunswick Scientific)
Centrffuga de 5,200 rpm mod. k7165 (Damon/IEC Division) v
Centrtfuga 6,000 rpm refrigerada mod.CRU 5000 (Damon/|EC Div.0)
Cajas de Petri desechables de 100x20 (Technicare)
Estufa .
Fotocolortmetro mod. 800-3 (Klett-Summerson)
Gradilla de alambre
L4mpara de luz U.V. Mod. UVL-56 (Black-Ray)
Mechero Fisher.

Membrana de filtracién de 0.45 wum, 13 mm p y 47 mm § HAWP
(Millipqre corporation) ‘

Microscopio de contraste de fasesr(Nikon)

- Microscopio 8ptico (Carl Zeiss)

0lla de presién de 20 Ibs.

papel '"Paraflim!

Potencidmetro digital (Cole Parmer)

Pinzas millipore XX 6200006 (Millipore corporation)
Replicador de Steers

Tela de alambre con asbesto

Tripie

Tubo para centrffuga grad. de 50 ml Falcon

Unidades de filtracién swinnex de 13 mm 6 y 47 mm $
' (Ml 1ipore corporation)
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B) METODO.

1.- Aislamiento y caracterizacion.
De exudados de pacientes con quemaduras. Se tomé la
muestra con un hisopo de algodén, introduciéndose inme
ditamente en condiciones estériles en Caldo de Infu-
sién Cerebro Corazén (BHI), para utilizarse como medio
de transporte. Con e! mismo hisopo y ya en el laborato
rio, se sembré en cajas de agar MacConkey.
De medio ambfente extrahospitalario. Se tomaron mues-
tras de 5 ml de agua de diversos sitios, generalmente
de fuentes ornamentales, se agregaron a tubos con 5 ml
de caldo MacConkey, al doble de la concentracion usual
y se incubaron de 24 a 48 horas (en ocasiones por 72
horas), hasta observar desarrollo, sembrandose a conti-
nuacion una asada de este cul tivo en agar MacConkey.

Las cajas inoculadas con las muestras de ambos
orfgenes se incubaron a 37°C, por 24 horas, con el ffn
de determinér, por morfologla cofonial, produccién de
pigmento y prueba de las oxidasas, la presencia de cepa:

de Pseudomonas aeruqinosa.

2.- Tinciones.
Se realizé la técnica de tincién de Gram, modificacion
de Hucker para todas las cepas.

3.- Caracterizacion biogufmica.
Las pruebas bioqufmicas se realizaron a fin de confirmar
el diagnéstico presuntivo del aislamiento inicial, em-

pleandose 1a siguiente serie:



nes de la

HpS

Indofenol oxidasa

Movilidad

Glucosa QF abjerto

Glucosa OF cerrado

Mal tosa OF abierto

Maltosa OF cerrado

Xilosa OF abierto

Xilosa OF cerrado

Citrato de Simmons

Produccién de nitratos

L-Lisina descarboxilasa
L-arginina dihidrolasa e—ee—————
L-ornitina descarboxilasa

BHI a 42°C

(-)
(+)
(+)
(+)
(-)
(-)
(-)
(+)
(-)
(+)
(+)
(-)
(+)
(-)
(+)
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Pruebas realizadas con base en las recomendacio-

Sociedad Americana de Microbiologta (2).

Las cepas, una vez aisladas y plenamente identi-~

ficadas, se sembraron en medio de conservacién para su uso

posterior,

L,- Observacidn de movilidad y confirmacién

de pureza,

De los tubos de conservacién se tomd

una pequeila asada y se suspendid en una gota de

solucién salina isotdnica, observdndose con el

microscopio de contraste de fases la mo-fologla,

tamafio y movimiento de los bacilos.



(L)

5.- Diluciones y selecci6n de colonias.

Del tubo de conservacidn se sembré cada una de las
cepas en 5 ml de caldo nutritivo y se incubs durante 18 ho-
ras a 37°C. Una vez obtenido el crecimiento, se tomé una all
cuota de 0.1 ml y se realizaron diluciones seriadas en tubo
(con SS1), hasta obtener las diluciones de 10-18 Yy 10-20.

De estas dos altimas diluciones se inocularon 0,1
ml en cajas con medio de BH! dializado con leche (incubdn-

dose a 37OC durante 18 horas), con el fin de obtener colo-

nias perfectamente aisladas.

6.- Morfologta colonial.

Una vez obtenidas las colonias aisladas, se pro-
cedié a determinar las caracterfstiéas morfol 6gicas d=
ellas: forma, aspecto, bordes, superficie, textura y tama-
fio; se escogieron las que mostraron diferencias y se sem-

braron una vez mis en tubos con medio de conservacién.

7.~ Produccion de exoenzimas y pigmentos.

Cada una de las cepas se sembré en 3 ml de caldo
BHI, con incubacion a 379C durante 18 horas, usindose el
repl icador de Steers; se probaion 15 cepas en cada caja
con los diferentes medios para realizar la determinacién
de hemol isinas, lecitinasa, lipasa, fibronolisina, coagula-~
sa. gelatinasa, proteasa, DNAasa y elastasa. Los pigmehtos
piocianina y fluorescefna se determinaron en los medios in-

dicados y bajo luz UV. En todas las determinaciones se incu-

bé a 37°C, de 18 a 24 horas.



a)

b)

c)
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. 8.- Produccién de las diferentes fracciones de
proteasa.
Las cepas problema se sembraron en 5 ml de BHI y se in-
cubaron a 37°C durante 18 horas; de cada una de ellas se
tomé una alfcuota de 0.3 ml para inocularla en tubos de
centrffuga conteniendo 30 ml de caldo nutritivo y se in-
cubaron a 28°C durante 72 horas, con una agitacién de 70

rpm.

Una vez obtenido el crecimiento, se centrifugd a 3,500
rpm durante 45 minutos, se decanté el sobrenadante y

se filtro con membrana Millipore de 0.45 um.

Dé] fil trado se tomd 1 ml para cada uno de los problemas
y se realizaron tratamientos de temperatura y pH:

Para temperatura se traté .la muestra a 359, 50°C,
65°C y 75°C y para pH se agregé amortiguador de fosfatos
hasta lograr los pH de 4, 8 y 11 por separado.

Una vez tratadas, de cada una de las muestras se
sembré 0.1 ml por separado en cajas con agar BH!I diali-
zado + leche descremada y se observd, después de 24 ho-
ras, si existfa actividad proteolftica.

La interpretacién de estos resultados se realiza-
ron con base al método y criterios del estudio efectuado
por Morihara (41).

9.- Determinacidn da susceptibilidad a antimi -

crobianos.

La CMI (concentracién mfnima inhibitoria) se de-
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terminé por el método de dilucién en placa, usando Agar
Mueller Hinton (2 y 55), a concentraciones graduadas de los
antibidticos y un indculo aproximado de 108 UFC (unidades
formadoras de colonias), ajustando la densidad nefelométri-
ca con un patrén McFarland # 4 (33) y utilizando el repli-
cador de Steers,

Las cepas se sembraron primero en 3 ml de caldo
BHI a partir del tubo de conservacidén, con el fin de te-
ner un cultivo fresco. De ah! se tomé una alfcuota de 0,1
ml y se inoculd en 5 ml de caldo de Mueller Hinton, incu-
bandose durante 18 horas a 37°C.

Se colocé 1.0 ml de cadas cultivo (que contiene

8 . 109 UFC) en los pozos de 1a placa

aproximadamente 10
del replicador, inoculdndose 32 cepas en cada caja.

Las cajas se prepararon con 19 ml de medio de
cdltivo‘y 1.0 ml de cada dilucién de los antimicrobianos.,

‘Se emplearon 12 diluciones seriadas para los
diferentes antimicrobianos, con un rangb de concentracion
de 0.125 a 256 mg/m!. Se partié de una concentracién de
10,000 ug/ml del antimicrobiano.

En cada placa se inoculé una cepa testigo con

un patrén conocido de sensibilidad a los antimicrobianos

(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

Se sembraron placas sin antibiético para probar
la pureza del cultivo y su viabilidad. La lectura se rea-

1iz6 entre 16 y 18 horas de incubacion a 37°C.
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Las diluciones de cada antimicrobiano se realiza-

ron siguiendo la tabla:

conc. final

Tubo = ml H20 ml del antibidtico en la caja
dest. _ pg/ml
1 L.88 5.12 (del antibidtico) 256
2 2.5 1.5 (del tubo # 1) 128
3 6.0 2,0 (" " #1) 64
b 2.0 .o (" " #3) 21.3
5 3.0 1.0 (" " #3) 16
6 7.0 .o (" " #3) 8
7 2.0 .o (" " #06) 2.66
8 3.0 .o (" " #6) 2.0
9 7.0 1.0 (" " #6) 1.0
10 2.0 e (" " #9) 0.33
11 3.0 .o (" " #9) 0.25
7.0 e (" #9) 0.125

—
TN
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A) CARACTERISTICAS DE LA MORFOLOGIA COLONJAL.

En el presente trabajo se realizd la observacidn
de las caracter{stlicas de morfologla colonial mss comtnmen
te estudiadas, como lo son forma, aspecto, bordes, superfi
cie y textura, notdndose diferentes variedades en cada una
de estas caracterlsticas (Grafica # 1).

En cuanto a forma, se encontraron colonias alar-
gadas, redondas, convexas, planas y umbilicadas; éstas al-
timas en un porcentaje muy bajo (10%) y sdélo en las colo—
nias de cepas aisladas de pacientes hospitalizados. El por
centaje mds elevado, para las cepas de ambos orfgenes, co-
rrespondij6 a Ias‘que presentaron forma convexa. También se
pudo observar que.en las cepas aisladas de pacientes hospi
talizados se presentaron con el mismo porcentaje tanto co-
lonias alargadas como redondas (53%). En cambio, en las ce
pas aisladas de madio ambiente extrahospitalario predomina
ron las colonias alargadas (67.74%).

En aspecto, se observé un predominio de colonias
brillantes en las cepas aisladas de ambos orfgenes. En cam
bio las colonias mates se encoatraron en menor proporcion
y en lo que se refiere al brillo metdlico Solo se observd

en colonias de cepas aisladas de pacientes hospitalizados.
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Los bordes fueron tanto requlares como i{rregula-
res, encontrandose que en las cepas aisltadas de hospital
predominaron las del tipo regular (62.0%) y en cambic en
las cepas aisladas de medio ambiente extrahospitalario pre
domind el borde irregular (64.5%).

En lo que se refiere a superficie, se obtuvo en
las cepas aisladas de pacientes hospital izados predominio
de la variedad lisa (54.0%), siendo al contrario de jas
cepas aisladas de medio ambiente extrahospitalario, donde
el predominio fue de colonias rugosas. Las colonias se-
mirrugosas se presentaron en proporcién muy similar en las
cepas de ambos orlgenes.

Otra caracterlstica observada fue la textura,
presentdndose colonias blandas para el 100% de las cepas

aisladas de ambos orfgenes.
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7 Continuacidn de la Grdfica # 1:

\
1.- Alargadas
2,- Redondas
3.- Convexas Forma
4.- Planas
5.~ Umbilicadas
6.- Brillantes
7.- Mates } Aspecto
B.- Brillo metalico ]

9.- Regulares
: Bordes
13.- lIrregulares
11~ Lisas
12.- Rugosas ; Superficie

13.-  Semirrugosas

14.- Blandas .} Textura
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Segln los resul tados obtenidos en la observacién

de las caracterfsticas morfol8gicas reportados en la Figura

1, se realizé la siqguiente agrupacién de las variedades

morfol8gicas que presentaron las cepas de Pseudomonas aeru-

ginosa estudiadas:

GRUPO | ‘Alargadas convexas:

Bordes regulares, superficie lisa

" irregulares, " "

" 1} 1} rugosa

n n " semirru=-
' gosa

" regulares n "

_GRUPO ]! Alargadas planas:

Bordes irregulares, superficie llsa

1" L)} 1" rugosa

" ", " semirru-
gosa

" regulares " "

" " " rugosa

GRUPO 111 Alargadas umbilicadas:

Borde irregular, superficfe lisa

" " " - semirrugosa

Hosp.

10 %
b %
6 %

2%
2%

L%
2%

b %
10 %
2%

2 %
2%

Med.Amb.

16.13 %

19.35 %

22.58 %

6.45 %

3.22 %



GRUPO

Borde

IV Redondas convexas:

regular, superficie lisa
irregular, " "

regul ar, " rugosa
irregular " !
regular, " semirrugosa

GRUPO V Redonda plana:

Borde

GRUPO

Borde

irregular, superficie rugosa

V! Redsnda umbilicada:

regul ar, superficie lisa

{rregular, " 1"

2%
6 %
Ly
L
6

2 7
b %
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Med. Amb.

16.13 %

3.22 %

12.9 %

Se puede observar en la agrupacién anterior que

existe mayor nfmero de variedades en las cepas aisladas de

pacientes hospitalizados (20 diferentes), que en las aisla-

das de medio zmbiente extrahospitalario (8 variedades sola-

mente) .
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B) DIAMETROS COLONIALES.

Las cepas estudiadas presentaron gran variedad
en cuanto a su didmetro, como se puede observar en la
Grafica # 2.

El didmetro mas frecuente correspondid al ran-
go de 1 a 2 mm para las cepas de ambos orfgenes (46.0 y
32.26%) y en segundo lugar al de 3 - 4k mm (10,0 y 29.0%),
siendo escasa ]a frecuencia para el didmetro menor de:
0.5 mm, observado solamente en cepas aisladas de pacien~

tes hospitalizados (8%).
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Continuacidn de la Grafica # 2:

DIAMETRO EN mm

1.- h.0oas5.0

2.- 3.0 -4,0

3.~ 2.0 - 3.0

L.- 1,0 - 2.0

5.- 0.5 -1.0

6.- ~—10.5
Estas mediciones se real izaron en colonias
perfectamente aisladas en medio s6lido de
leche dializada, con 24 horas de incuba-

cién a 37°C y un Inéculo de 0.1 ml de una
dilucion de 1:10%°,
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C) EXOENZIMAS RELACIONADAS CON LA PATOGENIC}DAD.

Por los resul tados obtenidos en la produccién jn
vitro de exoenzimas relacionadas con la patogenicidad de

Pseudomonas seruginosa, Grafica # 3, se puede observar que

del total de cepas estudiadas (194) el mayor porcentaje de
produccion correspondié en orden dacreciente a caseinasa,
1 ipasa, DNAasa y gelatinasa.

En cambio, las de menor produccién fueron ta fi-
brinolisina y lecitinasa, con resultados negativos para la
produccidén de coagulasa en las cepas estudiadas de ambos
orfgenes (0%). |

Es de mencionarse que en este estudio las cepas
aisladas de medio ambiente extrahospitalafio, con respecto
a las aisladas de pacientes hospital izados, presentaron
una mayor produccion de las siguientes exoenzimas: de ma-
nera muy significativa elastasa (82.86%), hemolisina ti-
po B (85.51%) y gelatinasa (92.86%) y en menor proporcion
lipasa (100%), caseinasa (98.53%) y DNAasa (88.57 vs
83.74%) .

"En el caso de 'a hemolisina tipoe<, fibrinoli-
sina y lecitinasa, el predominio en la produccién corres
pondid a las cepas aisladas de pacientes hospital izados

(con 77.31%, 40.65% vy 5.65% respectivamente).



GRAFICA # 3

PORCENTAJE DE CEPAS POSITIVAS
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Continuacidn de la Gréafica # 3:

1.- Hemolisina tipo @

2.- Hemolisina tipo =<
~3.- Lecitinasa

L.- Lipasa

5.- Fibrinolisina

6.- Coagulasa

7.~ Gelatinasa

8.- Caseinasa

9.- DNAésa

10.- Elastasa
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D) PRODUCCION DE DIFERENTES FRACCIONES
DE PROTEASA.

El estudio de las diferentes fracciones de pro-
teasas, Grafica # 4, evidendié la alta frecuencia de pro-
duccién simultanea de las tres fracciones en las cepas ais
ladas de medio ambiente extrahospitalario (63.23%).

La produccién simul tdnea de las fracciones | y
Il en las cepas de ambos orlgenes (4.31% y 5.88%) no fué
significativa, sucediendo 1o mismo en el caso de la pro-
duccion de la fraccion 111 (5.17 y 2.94%).

La produccion simultanea de las fraccibnes Ity
111 solamente se encontré en cepas aisladas de medio am-
biente extrahospitalario (11.76%).

Para la produccidn dnicamente de la fraccion |1,
los datos indican que se encontré predominantemente en las
cepas alisladas de pacientes: hospitalizados (20.69%).

Es de tomarse en cuenta que la ausencia completa
de actividad proteolftica se manifesté de una manera mas
elevada en las cepas aisladas de pacientes hospital izados
(55.17%), con respecto a las aisladas del medio ambiente

extrahospitalario (10,29%).
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Continuacién de la Grafica # h{

Fracciones |, 1l vy {It.
Fracciones | y . ifl.
Fracciones |1 y-lll.
Fraccion Il dnicamente.
Fraccfdn 1H! anicameqte.

No se detectd actividad
proteol ttica.
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-

E) PIGMENTOS: FLUORESCEINA Y P1OCIANINA

Como se puede apreciar en la Grafica # 5, la
diferencia en porcentaje de produccién de fluorescelna
en las cepas aisladas de ambos orfgenes no fué signifi-
cativa (77.97 y 81.16%), resultando una diferencia de
produccion de 3.19%, no as? para piocianina, en donde
la mayor frecuencia de produccién correspondié a laS
cepas aisladas de medio ambiente extrahospitalario
(92.86%), con una diferencia de 29.30% con respecto a
las cifras aisladas de pacientes hospitalizados (63.56%).

Con respecto a la produccidn de ambos pigmen=
tos por una misma cepa, el mayor porcentaje de produc-
cidn correspondid a las cepas aisladas del medio ambien-
te extrahospitalario (74.29%), con una diferencia del

32.7%.



GRAFICA # 5
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Continuacion de la Grafica # 5:

1.- Fluorescelna.
2.~ Piocianina.

3.- Para ambos pigmentos.
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F) SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS.

Se estudiaron un total de 138 cepas da Pssudomo-
nas aeruginosa, de las cuales 79 correspondieron a las ais-
ladas de pacientes hospitalizados y 59 obtenida§ de medio
ambiente extrahospitalario. Todas las cepas se sometieron a
tratamiento de susceptibilidad frente a catorce antimicro-
bianos, determindndose Ia‘ConcentraciOn Minima Inhibitoria,
la cual se considera como la concentracidn mas pequefia que
no permitié el desarrollo de la bacteria.

Los resultados obtenidos se graficaron con base
en el porciento acumulativo de cepas inhibidas por los di-
ferentes antimicrobianos utilizados, como se observa en las
Graficas # 6 a 19,

A pértir de estas graficas se obtuvieron las con-
centraciones requeridas para inhibir el desarrollo del 50%,
75% y 90% (CMIgg, M, CMIQO) dg las cepas probadas con
los diferentes antimicrobianos y asimismo determinar el ran-
go de sensibilidad (Tabla # 1).

En la Tabla # 1, los diversos antimicrobianos uti-
lizados se ordenaron de menor a mayor eficacia, en donde la
amikacina mostré la mejor actividad contra las cepas some-.
tidas a su accion, ya que se requirieron concentracibnes de
8 pg/ml para inhibir el 75% de las cepas y Gnicamente de
16 a 21.33 pa/ml para inhibir el 90% de las cepas aisladas
de medio ambiente extrahospitalario y de pacientes hospita-

lizados, respectivamente,
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Polimixina y tobramicina fueron los siguientes
antimicrobianos que mejor resultado dieron, ya que se re-
quirieron 64 pg para-lograr CMIgg en cepas aisladas de pa-
cientes hospitalizados. En el caso de la tobramicina, para
las cepas aislada§ de medio ambiente extrahospitalario,
los resul tados que se reportan fueron superiores en cuanto
a efectividad, incluso a los obtenidos con la polimixina y
amikacina, ya que solamente se requirieron 2.66 pg/ml para
inhibir el 90% de las cepas.

Otro aminoglucdsido, la gentamicina, di6 resulta
dos aceptables, ya que su rango de sensibilidad (da 0 a 90%)
varié de 0.33 a 64 pg/ml,

En el caso de rifampicina, tetraciclina, acido
nal idfxico, cefalosporina y esfreptomicina. aun.cuando sus
resul tados no fueron del todo aceptables, la CMigg y Ml,g
resul taron ser inferiores a los requeridos para cloramfe-
nicol, nitrofurazona y ampicilina, ya que para lograr la
(Ml 5o con estos dltimos se requirieron mas de 256 pg/ml.

Esta misma Tabla # | nos permite notar que las
Concentraciones Mfnimas Inhibitorias de antimicrobiano re-
queridas para las cepas aisladas de pacientes hospital iza-
dos casl siempre fueron supériores a las requeridas para
cepas aisladas de medio ambiente extrahospitalario, con

excepcion de cefalosporina y rifampicina.



TABLA # 1

SENSIBILIDAD DE Pseudomonas aeruginosa A DJVERSOS ANTIMICROBtANOS
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Si tomamos en cuenta Jos niveles que alcanzan en
sangre los diferentes antimicrobianos (pdgina 35) podemos
construfr la siquiente tabla para determinar el porcentaje

de cepas sensibles:

TABLA # 2

_ % acumulativo de cepas sensibles
Antimicrobianos
Pacientes Medio ambiente
hospital izados | extrahospitalario
Acido nalidfxico 3 % 15 %
Amikacina , 93 % 100 %
Ampicilina 3 0 % 0 %
Carbenicilina : 28 % 65 %
Cefalosporina 82 % 80 %
Cioramfenicol 7 % 10 %
Estreptomicina : 18 % 9 %
Gentamicina 30 % 9% %
Nitrofurazona 0 % 0 %
Pol imixina B | 73 % 98 %
Rifampicina 10 % 5 %
Tetraciclina 25 % 50
Tobramicina | 53 % 100 %
Trimetoprim/sul fame-~
toxazol- 59 % oh %
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IV.- DISCUSION DE RZSULTADOS.

En lo que se refiere a las caracter?sticas de mor-
fologfa colonial, la variacién fenottpica se puso 2n zviden-
cia al ordenar los resul tados en seis grupos, encontréndose
diferencias entre las cepas de los distintos orfgenes. Se py
do ﬁotar mayor diversidad en las cepas aisladas de pacientes
hospital izados, ya que de &stas sz ohbtuvieron 20 variedades,
ogseévandose 1a mdxima frecuencia en el grupo |V (redondas y
convexas). Asimismo, se not6é la ausencia de las cepas aisla-
das de medio ambiente extrahospitalario en ltos grupos 111, V
y VI (alargadas-umbilicadas, redondas-planas y redondas-umbj
licadas respectivamente), fas cuales presentaron mayor fre—
cuencia en el grupo | (alargadas-convexas); es dacir, no mos
traron colonias umbilicédas, ni tampoco brillo matdlico, ca-
racterfsticas que han sido asociadas a la presencia de bacte
risfagos.

En ta observacidn de la superficie, s& encontr6 ma
yor incidencia de colonias 1isas en las cepas aisladas de pa
cientes hospitalizados que en las d= medio ambiente extrahos
pitalario, entre las due predomind la variedad rugosa.

En el casc de bacterias patdganas u oportunistas,_

como lo es Pseudomonas aeruginosa, algunas de estas caracte-~

rfsticas de la superficie colonial, sobre todo la de ser 1i-
sa, pueden asocliarse con la presencia de ciertos compo—

nentes en la superficie de 1a célula, los cuales confieren a
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la bacteria mayor resistencia frente a los mecanismos de de-~
fensa del huésped y as! contribufr en su patogenicidad.

Tanto en las cepas aisiadas de medio ambiente ex-
trahospitalario como de pacientes quemados, no se -encontra-
ron cepas mucoides; esto tal vez ocurrid como resul tado de
la composicién del medio utilizado —agar BHI dializado mas
leche~— que no 23 el idéneo para el aislamiento de este ti-
po de colonias, muy susceptibles de sufrir variacidn espon-
tdnsa 3 formas no mucoides.

Los didmetros coloniales obtenidos de las cepas de
ambos ofrgenes fueron en general uniformes, con un predomi-
nio correspondiente al intervalo d2 1 a 2 mm. €n el grupo
con didmetro de 3 a 4 mm, es decir de las mas grandes, pre-
dominaron las cepas aisladas de medio ambiente extrahospita
lario; en camblo, en el dismetro de <0.5 mm se encontré un
porcehtaje muy bajo y sélo en las cepés aisladas de pacien-
tes hospitalizados, 1o que refuerza‘lé‘suposiciOn de que
| ‘Lfas cepas formadoras de colonias de didmetros mas pequefios,
las 1lamadas "colonias enanas', son al tamente colonizado-
‘ras, ya que anicamente se les encontré en las cepas aisla-
das de pacientes hospitalizados.

, Esta variacion fénotfpica observada en cuanto a
la mdrfolégra coloniatl, pdede estar condicionada =—como se
ha manifestado en la literatura— por la presencia de di-
versos agentes, como lo son Tos bacteridfagos y antimicro-
‘qbfanos. Aunqde las cepas de ambos orfgenes se encusntran

--eh presencia de estos agentes, se puede inferir que es en
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el medio hospitalario donde tienen una mayor participacién,
sobre todo los antimfcrobianos, debido a que en los pacien
tes con quemaduras se emplean profusamente, no sélo como me
dida terapéutica sino ademids como profiléctica.

La producci6n in vitro de exoenzimas relacionadas
con la patogenicidad de 1as 194 cepas estudiadas (124 aisla
das de pacientes y 70 de medio ambiente extrahospitalario)
en general fue muy elevada. En lo que se refiere a las enzj
mas proteolfticas (caseinasa, lecitinasa, gelatinasa y elas

" tasa), que se han considerado en fntima relacidn con la pa-
togenicidad por conferir facilidades para la invasién por
la bacteria, el porcentaje de produccidn fue mas elevado en
las cepas aisladas de medio ambiente extrahospitalario {con
excepcién de la lecitinasa, donde la produccidn fue mfnima).
Este fendmeno se observd también en la produccidn«de DNAasa
y de una manera muy significativa en 1a hemolisina tipo B,
lo cual puede ser de cierta manera contradictorio a lo es-
perado, ya que es de pensarse que las cepas éisladas de pa
cientes hospitalizados tuvieran méyor poder patdgeno vy que
éste se relacionara directamente con la produccibn de exo-
enzimas.

En la deteccion de las diferentes fraqciones de
proteasas, al parecer las cepas aisladas de medio ambienfe
extrahospitalario se encuentran enzimaticamente mejor 'ar-
madas' que las cepas aisladas de baclgntes hospitalizados;
ya que a las primeras se‘leS‘encontf6~una alta frgcuencfa

d2 produccion simul tanea de ia§,fracélone§Al,_ll y 11l
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En cambio, en las segundas, fue alto el porcentaje de cepas
en que no se detectd actividad proteolftica. Pero en lo
que se refiere a la produccion de la fraccion ||, que es la
que posee actividad elastolftica, fue mayor el porcentaje
en las cepas aisladas de pacientes hospital izados,

Lo anteriormante expuesto nos conduce a pansar que
las cepas aisladas de pacientes hospitalizados son cepas
que han sido multitratadas, lo que tal vez pueda provocar
una baja en ta produccién de exoenzimas o bien que algu-
nos de los factores gendticos que determinan la produccidn
de estas se pierdan o atenten facilmente, aunque existan
algunos que s! persisten, como podrta ser el caso de la
~fraccion 1t de la proteasa, en la que se ha demostrado am-
pliamente su relaéidn con la patogenicidad, por poseer pro-
piedad elastolftica y que, al parecer, su actividad no se ‘f
atenta facilmente. ' |

Con respascto a los pigmentos. no se encontrd di-
" ferencia notable en la produccién de fluoresceina entre
las cepas de ambos ortgenes; pero, por el contrario, sf se
presentd diferencia en la produccidn de piocianina y en la
de ambos pigmentos al mismo tiempo, ya que las cepas de me
dio ambiente extrahospitalario presentaron mayor porcenta-
je de ﬁroducc!bn. En el»caso de ta piocianina, a la que
se le han atributdo ciertas propiedades antimicroblanas, ,
‘es de pensarsa que las cepas de medio ambiente extrahospi-=
talario estanimayor‘capacitadas para su produccidn, ya que

en este medio la competencia con otras bacterias es mayor.
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Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que se ha

caracterizado desde hace varios anos por ser multirresis-
tente, capacidad propiciada por el uso indiscriminado de
agentes antimicrobianos, 1o que se puso de manifiesto en el
presente trabajo al determinar las Concentraciones Minimas
Inhibitorias de los diferentes antimicrobianos de uso co-
man. Prueba de ello lo constituyen los Q-lac;amicos, como
son la ampicilina, carbenicilina y cefalosporina, que re-
quirieron concentraciones de 128 a mayores de 256 pg/ml.
Debido al amplio uso que se da a estos productos, se ha
reportado desde hace varios afos su escasa eficiencia. En
el caso de tobramicina, gentamicina y rifampicina, aun
cuando los resul tados no fueron del todo satisfactorios,
se encontraron entre las que prgsentaron valores de CM]
m4s bajos. En la amikacina se utilizaron concentraciones
de 8 Pg/ml para la CM|75; este dato se pudo esperar si se
toma en cuenta que, a pesar de que es un producto con al-
gunos aflos de empleo, su uso no es muy frecuente a conse-
cuencia del costo del tratamiento. '

Es de mencionar igualmente que en el caso da la
gentamicina cabrla esperar que la CMigo encontrada fuera
mayor, si tomamos en consideracion que junto con los
p-lactamicos se utiliza de manera rutinaria en pacientes
quémados. A pesar de que la (Migg encontrada fue pequefa,
es necesario tomar en cuenta que los niveles que alcanza
este antimicrobiano en sangre son muy pequeﬁos,vhecho que

nos pone ¢ manifiesto la influencia del medio hospitalario
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en la susceptibilidad frente a los antimicrobianos. Si ana
1izamos la Tabla # 2, de la pagina 64, nos podemos dar
cuenta mds claramente de este fendmeno, ya que {rente a
casi todos los agentes antimicrobianos (con excepcion del
4cido nalidIxico de manera mas significativa) las cepas
aisladas de medio ambiente extrahospitalario fueron mads
susceptibles, al encontrarse los porcentajes de sensibili-
dad mds altos en estos casos.

Nos podemos dar cuenta también de lo alarmante
que es esta sjtuacion al observar el caso de la estrepto-
micina y gentamicina, en donde mis del 90% de las cepas
aisladas del medio ambiente extrahospitalario fueron sen-
sibles y, en cambio, en cepas aisladas de pacientes hos-
pitalizados, solo el 18% y 30% fusron sensibles para cada
antimicrobiano. Esto pone claramente de manifiesto el pro-
blema de resistencia que acarrea el uso indiscriminado de
los antimicrobianos, ya que en los dltimos afios la genta-
micina se usa de manera rutinaria en los pacientes quema-
dos.

En el caso de la ampicilina y nitrofurazona, no
se encontraron cepas sensibles en ninguno de los dos orf-
genes, lo que implica la ineficiencia de estos antimicro-
bianos en la terapéutica de las enfermedades causadas por.
este microorganismo,

La resistencia que‘presedtan las cepas aisladas
de medio ambjente extrahospitalario frente a los diversos

antimicrobianos_(por ejemplo amp(ctliha) pudo ser adqulfl-
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da por procesos de transferencia de material geneticb {por
ejemplo conjugacién y transduccion) al encontrarse en con-
tacto con la naturaleza y con otros microbrganismos que pa
seen esta informacion de resistencia, o bien que sean pro
ductores de antimicrobianos; esto, sin descartar la facti-
bilidad de que se trata de cepas que hayan estado involu-
cradas anteriormente como causantes de enfermedades en el
humano y por lo tanto en contacto con estos agentes,

_ Un dato que llama la atencién es que en el caso
de Ié tobramicina, gentamicina, cefalosporina, estreptomi-
_cina, trimetoprin/sul fametoxazol y carbenicilina, la CMI50
fue mayor para las cepas aisladas de .pacientes hospitali-
zados, en comparacién con las cepas aisiadas de medio am-
biente extrahospitalario, comportamiento que coincidid con
lo esperado, ya que muestra la mayor resistencia dé estas

cepas frente a los antimicrobianos.
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V.- CONCLUSIONES.

— La mayor variacion fenotfpica desde el punto de vista mor-
fol8gico se encontré en cepas aisladas de pacientes hospital i
zados. De los grupos formados se encontré un maximo de fre- -
cuencia en los grupos | (alargadas y convexas) y IV (redondas
y planas) y un mfnimo en el grupo V (redondas y planas). No -

se encontraron cepas formadoras de colonias mucoides.

— En cuanto a] didmetro, las cepas de ambos orfgenes bresen-
taron con mayor frecuencia los comprendidos en el intervalo -
de 1 a 2 mm y s8lo las cepas aisladas de pacientes hospitali-

zados presentaron didmetros menores de 0.5 mm,

- De las 10 excenzimas estudiadas, sd?o‘para Ta coagulasa la
produccién fue‘nula, en tanto que la hemol isina fue pfoducida
por el 100% de las cepas de ambos orfgenes. Se'observo signi-
ficativamente mayor frecuencia de producci6n de la gelatina--
sa, elastasa, hemol isina tipo Q y las fracciones |, 1l-y 11}

de proteasas, ¢n las ccpas aisladas de medio ambiente extrahos
pitalario, mientras que en la produccién de la fraccién || -- -

predominaron las cepas aisladas de pacientes hospital izados.

— La diferencia encontrada en la producci6n de pigmentos con
sistié en que tanto en Ta produccidn de pioclanina sola, como
de pioclanina y fluoresceina por‘una misma cepa, fue mayor pa

ra las cepas aisladas de medic ambiente extrahospitalario.
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~ ©De los 14 antimicrobianos probados, en los que se encontréd
mayor susceptibilidad de las cepas in vitro fueron: amikacina,
polimixina B y tobramicina. En general, se observé mayor sen-
sibilidad en las cepas aisladas de medio ambiente extrahospi-

talario.

— En el presente trabajo fue posible determinar las diferen-
cias que presentaron las cepas aisladas de dos diferentes ort-
genes en lo que se refiere a morfologfa colonial, pigmentos,
exoenzimas y susceptibilidad a antimicrobianos y segadn los re-
sul tados obtenidos se pudo comprobar que el medio en donde se
encuentre una bacteria influye en sus caracterlsticas fenot!-
picas. Se observé en general una baja en la produccion de exo-
enzimas y una mayor resistencia a l1os antimicrobianos en las

cepas aisladas de pacientes hospitalizados.

-~ En 1o que se refiere a la produccién de excenzimas, serta
recomendable probar un ndmero mas elevado de cepas provenienF
tes de fuentes de aislamiento mas diversas (por ejemplo: sue-
1o}, ya que en el presente trabajo las cepas aisladas de me-
dio ambiente extrahospitalario provinieron casi exclusivamen-
te de agua de fuentes ornamentales, por 1o que no se puede
descartar la posibilidad de que sean cépas que hayan tenido
algon contacto con el humano y as! comprobar de una manera

mas exhaustiva la influencia del medio amblente.

— Para los antimicrobianos se comprobd la elevada resisten-

cia que presentan las cepas de Pseudomona aeruginosa, lo que
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sugiere la necesidad de la realizacién periddica de estu-
dios epidemioldgicos de sensibilidad de estas bacterias a
los antimicrobianos, con el fin de poder determinar la te
rapéutica de eleccién. Afn mads recomendable serfa la bds-
queda de otras alternativas terapéuticas contra las enfer
medades causadas por este microorganismo, como podrfa ser

el uso de una vacuna adecuada.
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