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INTRODUCCION: 

Los miembros del gSnero Pseudomonas presentan di­

versidad bioqufmica, lo que es confiere una gran capacidad 

de ataque a un enorme nOmero de compuestos org~nicos (10). 

Pseudomonas aeruginosa es u10 de los pocos patógenos para 

el humano que puede atacar, adem~s, a gran variedad de hu~! 

pe~es, tales co~o animales, Insectos e incluso plantas (10), 

En los Oltlmos años la Importancia clfnica de 

Pseudomonas aeruqinosa, como patOgeno responsable de una 

gama de enfermedades en el huma~o, se ha Incrementado dra­

m~tlcamente. Dicho incremento ha resultado de la resisten­

cia que presenta este ·m,lcroo;ganismo a la'mayorra de Jos 

agentes antimicrobianos (especialmente en presencia de ca2+ 
2+ . 

y Mg ), hecho q~e se observa sobre todo desde la aparicit'ln 

de antlmlcrobianos de amplio especto y su uso indiscrimina­

do (38). Debido a esta resistencia, Pseudomonas aeruqinosa 

adqulre prevalencia e importan=la cuando las bacterias SU! 

ceptlbles de Ja flora normal son eliminadas, convirtlt!ndo­

se, por lo tanto, en principal patdgeno. 

Un hecho relevante en la patog~nesls de esta bas 

terla es el aumento en la Incidencia de las enfermedades 

nosocomlales en Individuos comprometidos, tales como aqu~-

11os que han tenido un tratamiento prolongado con agentes 

lnmunosupresores, corticosteroldes, antlblOtlcos o con ra-

dlaclones. 
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Pseudomonas aeruginosa se encuentra como una de 

las principales causas de muerte en pacientes con quemad~ 

ras; se le puede encontrar como causante de severas dia­

rreas epidamicas en niños (33); en Infecciones oculares 

ocasionan la r~pida pérdida del ojo; se conocen casos de 

meningitis (por contaminación de agujas para punción 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 diffci1 de erradicar, 

ya que es capaz de desarrollar en soluciones antis~ptlcas 

(33, 38). 

Pseudomonas aeruqinosa produce una variedad de 

toxinas y enzimas extrace1u1ares. algunas de las cuales 

contribuyen en su patogénesis, asf como varios tipos de 

pigmentos, tales como la fluorescefna y la plocianina. 

Esta Oltlma es de especial importancia debido a quepo· 

see cierta activldad antlmicrobiana {10, 33). Por otra. 

parte, este microorganismo presenta una estructur;i colo· 

nial inestable, encontr~ndose colonias que pueden ser ru­

gosas. lisas o mucoides (33), que contribuyen a su versa­

tilidad fenotfpica. 

En el pres~nte trabajo se real Izara un estudio 

de algunas de las exoenzlmas relacionadas con la patoge­

nlcidad, pigmentos, aspecto morfológico y pruebas de sus­

ceptlbil ldad a diversos antimlcrobianos de cepas de~~~ 
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~pmonas 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 pretendera establecer de qué manera se estan pre­

sentando actualmente dichas caracterfsticas en diferentes 

cepas y asimismo observar si el lugar de aislamiento pre­

senta alguna influencia sobre estas caracterfstlcas. 
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1.- GENERALIDADES: 

A) CARACTERI STICAS DEL GENERO ~udomon.:is. 

Los microorganismos pertenecientes al genero Pseudo­

~ son bacterias que s~ hallan libres en la naturaleza y 

.s~ encuentran ampliamente distriburdas e~ el suelo, agua, 

aguas negras y en el aire (6, 13, 31). Poseen, en general, 

las siguientes propiedades fenotrplcas: 

Son bacilos unicelulares, Gram-negativos, no espo­

rulados, rectos o en ocasiones ligeramente curvos; miden de 

0.5 a 1 um de ancho, por 1 .5 a 4 um de largo. Las especies 

mOvlles poseen uno o varios flagelos polares; sin embargo, 

en medios sOl idos se ha reportado movilidad por contracciOn 

en algunas cepas no flageladas de Pseudomonas aeruginosa 

(6, 10). 

Util Izan los carbohidratos, oxld~ndolos con Ja 

consecuente producciOn de ~cldo, mas no de gas, es decir, 

su metabol lsmo es respiratorio, pero nunca fermentativo o 

fotoslntetlco (1). Son aerobios estrictos, siendo el oxrge­

no molecular el aceptor universal de hldrdgeno. Sin embargo, 

crecen bajo condiciones anaerobias en presencia de nitrato 

y arginina, usando estos sustratos como aceptares de elec­

trones, por Jo que se les encuentra como uno de Jos par­

tlci pantes m~s activos en los procesos de mineral lzacidn 

de la materia orgdnica en la naturaleza (10, 13). 

Todas las especies de este genero son catalasa po­

sitivas y dan reacciones negativas para lndol, rojo de metilo 

y acetf1metl1carblno1. Con algunas e~epciones, las especies 
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de este ge~nero son fuertemente positivas para la lndofe· 

nol -oxidasa. 

Pseudomonas no son exigentes en cuanto a sus re­

querimientos nutricionales, ya que son capaces de desarro· 

liarse en una gran variedad de medios de cultivo. Muchas es· 

pecies crecen en medio rnfnimo, sin la presencia de factores 

de crecimiento, conteniendo solamente amonio como Onlca fueu 

te de carbono y energfa. Sdlo pocas especies requieren aml­

noacidos y vitaminas como factores de crecimiento (18). 

Algunas especies producen ~cldos a partir de la 

oxidacldn de alcoholes y aldosas, especialmente cuando ~s­

tos se encuentran en altas concentraciones. Pueden acumular 

poi 1 -~- hidroxibutlrato como reserva Intracelular de carb2_ 

no, particularmente bajo oondiciones de prlvac10n de nf trd· 

geno (6·, 10). 

La temperatura Optima de crecimiento de este g~­

nero de microorganismos varfa considerablemente, ya que va 

desde 40 hasta 43ºC, pero para la mayorfa de las especies 

la temperatura Optima se encuentra alrededor de los 3oºc. 

Todas las especies pueden crecer bien en un pH 

neutro o alcalino (7.0 • 8.5), pero muchas son incapaces 

de crecer a p~ de 6.0 o menor. 

Algunas especies requieren 1.0% de Na CI como re­

querimiento osmOtlco o bien como requerimiento especffico 

de sodio para su crecimiento. i 

La producc10n de pigmentos es una propiedad carac· 

terfstlca de ciertas especies v variedades v pueden ser de 

varios tipos, como las pterldlnas, hJdroso1ub1es .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, conocidas como piociani­

nas, de color azul, rojo, amarillo o verde, que son sintetl 

zadas por la vfa de los aminoácidos aromáticos. Los pigmen­

tos carotenoides pueden ser producidos al menos por cuatro 

especies bien caracterfsticas: Pseudomonas vesicularis, 

Pseudomona~ menda~. Pseudomonas ~. ~domonas ~-

11 eroni i, siendo responsables del color amarillo o naranja 

de las colonias de estos microorganismos (10). 

Las caracterfsticas mfnimas necesarias para la 

identificación de las especies del género Pseudomonas se 

resumen en la siguiente tabla (33): 

Caracterfst lea: 

Gram-negativo, recto o ligeramente 
curvo 

No esporulado 

Flagelo polar mono o plurltrlcus 

Movll idad 

O F glucosa medio .:ibierto ~cldo 

O F glucosa medio cerrado ~cldo 

Glucosa gas 

lndofenol-oxldasa 

Catalasa 

Pigmentos fotosintétlcos 

lndol' rojo de metilo, acetll 
met 11 carbi nol 

Signo: 

+ 

+ 

+ 

Usualmente + 

+o 

+o 

+ 
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Las especies de este género contienen de 58 a 70% 

moles de Guanina - Cito.si na en el ADN. 

Algunas cepas de especies caracterrstlcas, en no 

mero muy reducido, pueden ser hospederos de bacteriófagos 

(6). 

La transferencia genética por transducción se ha 

mostrado en Pseudomonas aeruginosa y en P~eudomonas putida. 

En la primera tam~ién se puede observar conjugación (6). 

Este género de microorganismos incluye agentes 

etiológicos de importantes enfermedades de plantas y ani­

males (10). 

De las muchas especies de Pseudomonas aisladas 

de material el fnico humano, sólo tres (Pseuciomon:is .aerugi -

~· Pseudomonas pseudomallei y Pseudomonas maJJei) se 

asee ian usual mente 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 patógenos en el humano y como posible fuente de 

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

Pseudomonas aeru.gl nosa es un microorganl smo que pue­

de desarrollarse tanto en hábitat exógenos como endógenos. 

Aunque se ha aisl-ado frecuentemente a partir de diversas le­

siones en eJ humano, su papel en 1as enfermedades humanas se 

consideró durante mucho tiempo insignificante, ya que rara­

mente ataca a individuos normales inmunolOgicamente (lo,13,15). 

Pseudbmonas aeruglnosa es esencialmente un patógeno 

débil, pero su capacidad para sobrevivir y crecer bajo condi­

ciones adversas para la mayorta de 1as especies patógenas le 

confiere caracterfsticas de un oportunista (10). 

Igualmente, 1a capacidad para desarrollarse bien a 

la temperatura del cuerpo y de poseer varios factores tóxicos, 

tales como Ja producción de una variedad de toxinas, enzimas 

y pigmentos, algunos de los cuales Indudablemente contribuyen 

a 1a patogenlcidad, le confferen a esta bacteria ventaja sobre 

muchos otros oportunistas (10). 

Por otra parte, Jos factores de predisposición del 

huésped, como edad, quemaduras, tratamientos pro1onga<los cun 

antimfcrobianos de amplio espectro e inmunosupresores, son 

extremadamente importantes en et desarrollo de las enfermeda­

des causadas por este microorganismo. 
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A las diversas enfermedades causadas por ~~­

domonas aeruqinosa se les puede dividir en: 

1) Locales. En heridas de piel (especialmente en quema­

duras y Olceras ectimatosas), en tracto urinario (cistitis, 

pielonefritis), en tracto respiratorio (fibrosis qufstica, 

bronconeuffi?nfa), en ojo (conjuntivitis necrosante), en 

ofdo (otitis externa, perocondritis) y en aparato diges­

tivo (diarreas, principalmente en neonatos). 

2) General izadas. Como la septicemia, en la que la bacte­

ria es acarreada por el torrente sangurneo y se origina a 

partir de una enfermedad primaria local (10). 

Se le puede encontrar también causando meningitis 

, (por contaminación en el equipo de punciOn lumbar) yendo­

carditis como consecuencia de la septicemia. 

En animales, los cambios patológicos son simila­

res a 1 os que se observan en enfermedades t nvasoras ei1 el 

humano y pueden producirse por la fnoculaciOn de cultivos 

de Pseudomonas aeruginosa, lo que representa una herramien­

ta Otil para su estudio (10). Se ha observado que la Lo50 , 

al inocular ratones por vra intraperitoneal con un cultivo 

fresco de Pseudomonas aeruqinosa (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 microorganismo es diffcil y, por lo tanto, la mortal i­

dad muy elevada (en la septicemia puede ser super,lor al 

80X) (13); adem~s de ser un microorganismo bien conocido 

como un frecuente contaminante de equipo de hospital (v.g. 

respiradores, humidlficadores, etc.) y de algunas solucio­

nes anti§~pticas, asr como su elevada resistencia a diver­

sos agentes antimicrobianos, hace de suma importancia el 

desarrollo de ITlli!todos efectivos de profilaxis, en donde 

el estudio lnmunoldgico de ~omonas aeruginosa juega 

un papel importante en el desarrollo de sueros y vacunas 

(10, 15, 24). 

: ··' -



(11) 

C) AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Pseudomonas 

aeruglnosa. 

A ?seudomonas aeruglnosa se le puede aislar fre­

cuentemente del suelo y del agua, en contraste con el huma­

no sano, en donde solo se encuentra en el conducto Intesti­

nal del 10% de los individuos y en forma esporadlca en las 

zonas hOmedas de la piel y en la saliva (13). 

Pseudomonas aeruglnosa son bacilos Gram-negatlvos 

que miden de 0.5 a 0,8Jlm de ancho, por 1.5 a 3.0 JJm de ·lar. 

go. Se les encuentra solos, en pares o formando cadenas 

cortas. Su contenido de guanlna-citosina en el AON es de 

67% moles. Son mOviles por uno o .varios flagelos polares 

(6). Sin em!:>a.rgo, la movil ldad por contracclOn en la super­

ficie de medios sol idos se ha reportado en cepas no f1 age- . 

ladas (9, 10). 

Pseudomonas aeruglnosa crece con facilidad en los 

medios de cultivo comunes, a temperaturas de 37ºC hasta 

42°c, no pudiendo desarrollarse a '+ºe (6, 13). No fermen­

ta ningOn carbohidrato, forma generalmente colonias redon~ 

das, 1 Isas, de color verdoso fluorescente y de olor carac­

terfstlco (tortilla hameda), que corresponde a un compues­

to identificado como 2-amlnoacetofenona (11). Algunas de 

las cepas poseen actividad hemolftica tipo' (13). 
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Las caracterfstlcas mfnlmas para poder Identificar 

a Pseudomonas aerugi~~ se resumen en la tabla siguiente: 

Caracterfstlca: 

Flagelo polar mono o plu-
rftricos (3 fla~elos como 
maxf mo por poi o 

Movf1 idad 

O F glucosa en medio abfer. 
to 

O F maltosa medio acfdo 

lndofenol oxfdasa 

L·Lfsfna descarboxi1asa 

Ac. Sulfhfdrfco (en Agar-
Hierro-Klfgler) 

Crecimiento a 420C 

Signo: 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

% Positi· 
vi dad: 

96 

96 

97 

4 

100 

o 

o 
100 

Muchas de las cepas de PseudO"llOnas aerugfnosa pro­

ducen una fenacina,.1 lamada comunmente piocfani na, pigmento 

de color azul-verde, soluble en agua y cloroformo y que po­

see cierta actividad antimicrobiana. Asimismo, otras cepas 

de: Ta rttUma e'spijc"Te pueden sintetizar adem4s otros pig­

mentos COf!IO pfoverdina o fluorescefna (amarillo verdoso v 

fluorescente), piorubfna (rojizo) y piomelanina (cafd o ne· 

gro hidrosoluble), ~unque menos del 3% de cepas clfnicas 

aisladas son productoras de este Oltimo (2, 10, 13). 
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La observación de fluorescencia bajo irradiación 

ultravioleta es un criterio muy usual en la deteccldn de 

Pseudomonas aeruginosa. La producciOn de fluorescefna puede 

incrementarse añadiendo al medio de cultivo 0.03% de cetri· 

mida, lo que faci1 itar~ el aislamiento a partir de muestras 

clfnicas (10). 

En lo que se refiere a la producciOn de piocianlna 

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 1a importancia de tas enferme­

dades debidas a pseudomonas aeruqinosa ha exigido que en· 

muchos hospitales se real ice la diferenciación de cepas, 

a fin de llegar a establecer las fuentes y mecanismos de 

transmisión de un microorganismo aislado de un brote epi­

démico (3, 10). 

Los métodos m~s usados para la tipificación de 

cepas son tos siguientes: 

DeterminaciOn de serotlpos, sensibilidad a antimicrobla­

nos y tipos plocianogénlcos (3). 

La tipificación por fagos de Pseudomonas ~­

ginosa es una herramienta usual en ta subc1asificacl0n o 

clasificaclOn mas fina de cepas aisladas de pacientes 

(que no es posible lograr por medio de los serotlpos) 

(34). 

NingOn método por sr soto puede darnos tanta 

información como la que se puede obtener por combinación 

de al menos dos de ellos (10). 

I 
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E) VARIACION MORFOLOGICA EN Pseudomonas aeruqinosa'. 

Se ha reportado una gran variacldn morfológica en 

cepas de ~~domonas aeruginosa: colonias 1 isas, rugosas, 

mucoides, gelatinosas, enanas, etc. y es comdn aislar una 

o más de estas variedades de un mismo paciente (54). 

Un aspecto importante en la variación fenotfpica 

de las colonias de Pseudomonas aeruginosa es el hecho de que 

estos microorganismos sufren disociación (8). Este fenómeno 

ocurre tanto l.!!. vivo como l~ ~J.lr.2.. 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; en cambio, hay diferencia en la pigmentación 

(en intensidad y tono), en los tipos serológicos y en los 

patrones de tipificación por fagos. Se ha detectado tam­

bldn que no existen grandes diferencias entre las colonias 
\ 

de las cepas disociantes de una misma cepa original (54, 

57). 

Se ha observado que, despu~s de Ja exposición 

a bacter IOfagos, alguna~ cP.pris de ~seudomonas aeruql IJ.Q.~ 

presentan conversión morfológica colonial en donde el ca!!!, 

blo mas sorprendente es la transformación de colonias 

no-mucoides a mucoldes (parece depender de la iniciación 

del ciclo lftico), asr como la conversión de cepas fridf­

centes (brfllo metál leo) a cepas que no lo son (40, 57). 

Es comOn observar' que en cepas de Pseudomonas 

!!,.l'UgfnC?!,! afsladas de pacientes, la variación es espon-
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tanea l!!. ~de la forma colonial mucoide a Ja no-mu­

coide. La asociación particular de colonias mucoides con 

enfermedades del tracto respiratorio y especialmente co­

man en fibrosis qurstica, evidencra que el cambio de for­

ma de no mucoide a mucoide puede ocurrir en el cuerpo hu­

mano. Ademas, Do3get y sus colaboradores (1966) observa­

ron que las formas no mucoides siempre preceden a las mu­

coides, que ocasionan daños mas extensos en el paciente y 

sugieren, por tanto, que las variantes mucoldes sean natu­

ralmente seleccionadas (40, 54). l.!J. ~~. las cepas mu­

coi des son extremadamente inestables :de acuerdo con 1 a 

composición del medio que juega un papel muy importante; 

recientemente se demostró que es posible aumentar la es-. 

tabil idad de estas cepas cultivandolas en agar citrato-d~. 

soxicolato (21). 

Otro factor que influye en el aspecto de 1 as CE, 

Jonias de Pseudomonas aeruginosa es Ja presencia de pllls 

polar, ya que éste confiere movilidad por arrastre, lo 

que pro·1oca que las colonias se observen extendidas, ru­

gosas y con bordes irregulares, mientras que las mutantes 

sin pil is no forman este tipo de colonias, sino que son 

lisas, mucho mas peque~as y con bordes regulares (9). 

Los antibióticos también afectan Ja morfolo3ra 

de la bacteria y podemos mencionar el caso de Jos ,-lac­

tamicos, ya que algunas bacterias presentan ciertas pro· 
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ternas (indispensables para la forma, elongación o slmpl~ 

mente necesarias para la bacteria misma) con afinidad para 

ligarse covalentemente al C14, de la benzil-penicil lna, 

unión que da como resultado diversos daños, como por ejem­

plo: 

Formación de esferoplastos, seguido de la r~pida lisis. 

Generación de formas esféricas osmóticamente estables. 

Inhibición de la división celular, causando la filamen­

taciOn de la bacteria (12). 

Entre los cambios m~s frecuentemente causados por 

antibióticos podemos también citar la formación de cadenas, 

perforaciones en la superficie, elongación, extremos redo!!. 

deados y formas estreptocóccicas (55). 

La variación morfológica tiene, entre otras, dos 

importantes consecuencias: 

Primera, caractertsticas en la pigmentación, 

la cual puede ser afectada por la disociación, 

que no es particularmente deseable como marca­

dor ge né t i co; y 

segunda, las cepas disociantes muestran sus­

ceptlbil idad en la tipificación por fagos, lo 

que crea dificultades para estudios epidemio­

lógicos y de transducción (27). 



F) EXOENZIMAS RELACIONADAS CON LA PATOGENl­

CIDAD Y OTROS FACTORES TOXICOS. 

( 18) 

En los dltimos años se ha demqstrado que las e.!l 

zimas extracelula•es, exotoxlnas y algunos de los metabo-

1 itos secundarios de estas sustancias producidas por~­

domonas aeruginosa, tienen una importante relación con la 

virulencia y son altamente tóxicos (25, 28, 36). A conti­

nuación se expondrán los diversos daños, formas de actuar 

y caracterfsticas de las principales exoenzimas y produc­

tos extracelulares relacionados con la patogenlcidad de e~ 

te microorganismo: 

F, 1.- Factor fitotOxico. 

Pseudomonas aeruginosa se reconoce como un pa· 

tO:¡eno de vegetales que puede causar lesiones n·ecrOticas 

en las hojas de la planta del tabaco y lechuga, ya que po· 

see un factor fitotOxico que parece ser análogo al de~­

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

metionina, excepto porque la molécula de sulfuro de este 

aminoácido está reemplazada por un carbono y funcloM como 

un metabo1ito análogo 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 fitotóxlco parece 

ser no toxico para los tejidos anlm31es (36). 
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F, 2.- Pigmentos. 

Es bien conocido que fseudomonas aeruglnosa pro­

duce varios pigmentos entre los cuales tenemos a la piocia­

nina (derivado de la fenacina), Ja que ha demostrado poseer 

efectos tóxicos sobre esferoplastos, células epiteliales y 

cultivos de tej ido3, Inyecciones de este pigmento en anima­

les no causan ap3rentemente daños significativos. Esta sus­

tancia actaa ade~s como antibiótico {bacteriocina) contra 

otras cepas de la misma especie u otras rntimamente relaci2 

nadas y su producción está controlada por plásmidos. Su Im­

portancia reside en que al actuar como antibiótico ayuda a 

suprimir a las otras bacterias de la flora, facilitando la 

colonización de Pseudomonas aeruqinosa {10, 31, 36). 

F, 3,- Acido cianhrdrico. 

La producción de ácido cianhfdrico por Pseudomo­

~ aeruginosa es un fenómeno interesante, ya que se encuen. 

traen Jos tejidos de animales muertos por infecciones con 

este microorganismo y que, ademas, han sido almacenados. 

No hay evidencia indicadora de la producción lo.~ de 

suficiente cantidad de esta sustancia para ser responsa­

ble de srntomas tóxicos, pero en quemaduras colonizadas 

extensamente por este microorganismo puede contrlbufr en 

los efectos patológicos. 

La importancia del ácido cianhfdrico esta 1 igada 

al aspecto médico legal, ya que es factible encontrar esta 

sustancia en las autopsias (10, 36). 
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F, 4.- Enzimas .er,oteol fticas. 

Pseudomonas aeruginosa produce comunmente varios 

tipos de enzimas proteo! rticas que pueden licuar la gela­

tina, degradar la casefna y disolver la elastina y fibrina. 

Estas enzimas proteo! fticas pueden ser producidas en ele­

vada concentración en medios que no contengan glucosa y su 

actividad aumenta en presencia de ~cido l~ctico, el cual 

tiende a acumularse en los tejidos infectados o dañados, 

por lo que representan uno de los principales factores en 

la patogénesis (10, 25, 36) 

Elastasa y Proteasa. 

Pseudomonas aeru3inosa produce tres tipos de 

proteasas: neutra, semi alcalina y al cal lna (fracciones 1, 

11 y 111, respectivamente) (42). 

Las cepas elastasa positivas producen dos pro­

teasas (fracción 11 y 111) y las cepas elastasa negativas 

producen soto una proteasa (fracción 111). La proteasa 

neutra (fracción 1) es producida por cepas tanto elastasa 

(+} como (-). pero su actividad es muy peq"Jeña y des­

preciable {41). 

Los tres tipos de proteasa poseen diferentes 

pH Optfmos de actividad, de ahf sus nombres. Estos pH 

son: 6.5 (para la neutra, fracción 1), 8.0 (para la se­

mialcal ina, fracción 11) y 10.0 (para la alca! ina, frac­

c i On 11 1 ) ( l+ 1 ) • 
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La proteasa semialcallna (fracción 11) difiere 

de las otras porque posee, adern~s. actividad elastol rtlca. 

Es todavfa desconocido cómo las actividades proteolftlcas 

y elastolttlcas residen en una sola enzima, que adem~s pa· 

rece similar a la elastasa pancre~tica (42). 

Se ha demostrado por diversos estudios que tanto 

la actividad proteo) ttíca como Ja elastol ftica poseen el 

mismo sitio activo en Ja enzima. También se ha observado 

que la actividad elastol ftica puede ser un car~cter dlso· 

ciante de las especie~, adem~s de ser zn2+ dependiente 

(41, 42, 43). 

La proteasa alcalina (fracción 111) no muestra 

ninguna actividad elastolftica y es una metaloenzima, ya 

que depende del ión ca2+ y algunos metales pesados puéden 

aumentar su actividad, como por ejemplo el ión co2+ (41, 

42, 43). 

Cuando se inoculan proteasas y elastasa por vta 

intreperitoneal, intravenosa, intrapleural o intranasal 

se observan hemorragia pulmonar severa debido a la des­

trucción de las fibras el~sticas 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 subcuUneo y lesiones seme.· 

jantes al eczema gangrenoso. En asa ligada de intestino la 

proteasa causa inflamaciOn y atrofia de los plexos de 

Auerbach y hemorragia en los capilares de la submucosa: 

en ca~bio, la elastasa aunque produce tambidn atrofia de 

los plexos de Auerbach, presenta hemorragia menos severa, 
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por lo que estas enzimas juegan un papel muy importante en 

la enteritis por Pseudomonas aeruginosa. En la córnea es­

tas enzimas son responsables de opacidad, formación de al -

ceras, necrosis y destrucción total (10, 22, 25, 28). 

Las dosis mfnirnas letales (DML) valoradas en un 

perrodo de 24 horas, de acuerdo con diferentes rutas de in.2. 

culaciOn, son (28, 36): 

vra: 

1 ntravenosa 

1 ntraper i toneal 

1 ntrapl eural 

Proteasa: 

375 mg 

200 mg 

100 mg 

Elastasa: 

30 mg 

125 mg 

62. 5 mg 

Como se ve, para la elastasa las dosis son meno­

res. Esta ent'ima destruye la capa e1<1stica de los vasos san. 

gufneos e inactiva al complemento, destruyendo todas las 

fracciones, con excepción de dos componentes (c4 y C7), lo 

cual puede asociarse a una pérdida secundaria de ta quimlo­

taxis, dlsminuc!On de la fagocitosis y la respuesta Inflama 

toria, ya que se impide la 1 iberación de las enzimas lisosO· 

micas (10, 28, 32). 

Lecitinasa 

Esta otra enzima proteolrtica parece ser respon­

sable de la Induración y edema de la piel. La inyeccl.On por 

vfa intraperitoneal o Intravenosa causa necrosis primaria 
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en el hfgado. Esta enzima posee también actividad leucocr­

d i ca ( 4, 35) . 

Colagenasa 

La colagenasa presenta una variedad de lesiones 

en Jos tejidos de los ratones, dependiendo de Ja vra de inQ.. 

culación usada. Por instilación nasal provoca hemorragia 

pulmonar confluente; por vra intraperitoneal hemorragias 

abdominales severas, con foco en la mucosa intestinal; por 

vra intravenosa hemorragia abdominal, petequias y necrosis 

focal en los pulmones; por inyección subcutanea lesiones 

necróticas y ulcerativas (10, 15). 

F, 5.- Sustancias hemolfticas. 

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa producen dos 

sustancias hemol fticas. Una termolabil llamada fosfolipasa 

e, que cata! iza la hidrólisis de la fosfatidilcol ina (le­

cltina), dando fosforilcol ina y diaci Jgl icerol; la otra es 

glicol fpido termoestable cuya estructura fue elucidada pa­

Jarvin y Johnson (1949); este glicolfpido es soluble en 

solventes lipfdicos, lo que la hace diferente de las hemo-

1 lsinas de la mayorfa de las bacterias. 

Este glicolfpido parece tener una función de de­

tergente, solubilizando los fosfolfpidos, que aumentan la 

actividad de la fosfol ipasa C. La producción de esta sus­

tancia es favorecida por una baja concentración de fosfato 

y elevada concentración de glucosa. 

El propósito fisiológico de estas hemol lsinas en 
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el organismo del huésped, es el de actuar cooperativamente 

con la fosfatasa alcalina en la liberación del fosfato inor­

gánico de los fosfol fpidos. Esto es particularmente intere­

sante porque los pulmones de los humanos y animales poseen 

una cubierta surfactante, la cual está compuesta principal­

mente de fosfol fpidos y, por lo tanto, la combinación de 

gl icol fpido hemol ftico y de la fosfol ipasa e pueden produ­

cir daños tisulares considerables en las infecciones pulmo­

nares, además de aumentar la colonización en el tejido pul -

manar y formar lesiones en la piel (7, 10, 32, 36). 

F, 6.- Exotoxinas. 

Muchas cepas de Pseudomonas aeruginosa pueden 

producir l.n. ~una exotoxina denominada Toxina A --pro­

bablemente también la originen l~ ~-- que inhibe en for. 

ma notoria la sfntesis 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 naturaleza 

protefca con un PM=54,000 y un punto lsoeléctrico de 5.0 

(46). 

El mecanismo de acción de la Toxina A es Idénti­

co al de la toxina diftérica, que actOa catal Izando la 

transferencia de la 5·adenosrn difosfatorrlbosa (ADPR}, 

mediante la nicotinamln·adenosrn-dinucléOtico (NAO), 

al factor de elongaclOn 2 (EF-2), dando como resultado el 

co'llplejo adenosindifosfatorribosa-factor de elongaclon-2 

(ADPR·EF2), que es Inactivo en la srntesis de protefnas 

(28, 44 52). 
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La Lo50 de la preparaciOn purificada de Toxina A, 

administrada a ratones de un peso aproximado de 209 fue de 

6 mg de proterna aproximadamente (46}. 

Algunas cepas de ~omonas aeruginosa producen 

una segunda proterna extracelular (exoenzima S}, que se ha 

demostrado tiene actividad de ADPR transferasa. 

La exoenzima S difiere de la Toxina A en que no 

AOP-ribosila el factor EF-2, pero cata! iza Ja transferencia 

del ADPR mediante el NAO a un gran namero de sustratos de 

proternas en los extractos de células eucariotes. La exoen­

zima S difiere también de la Toxina A en que es terrnoesta­

ble y aunque existe enorme evidencia de que Ja Toxina A es 

uno de los principales factores de virulencia de Pseudorno­

~ 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 producir ambas ·toxinas, el pronóstico 

de supervivencia es mucho menor que el de aquellos infect~ 

dos por cepas productoras de una sola toxina (52, 56). 

F, 7.- Enterotoxina. 

En 1971, Kabota y Liu encontraron 'que la inyec­

ción de un cultivo de Pseudomonas aeruginosa en asa ligada 

de intestino de conejo causaba una gran acumulación 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 11 • Esta enteroto­

xina no ha sido aan bien caracterizada, pero es termol~bil 

y probablemente de naturaleza protefca (10, 31, 36). 
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F, 8.- Cubierta superficiaL. 

La cubierta superficial da Pseudomonas aeruginosa 

es probablemente el equivalente funcional de las capsulas 

de muchos bacilos Gram-negativos. La respuesta a la inocu­

lació~ de esta cubierta es idéntica a la observada en el 

inicio de una infección letal, cuando se inocula el bacilo 

viable, presentándose las manifestaciones caracterfsticas 

de leucopenia y muerte (35, 51). 

La cubierta superficial de Pseudomonas aeruginosa 

difiere de los l ipopol isacaridos componentes dela superfi­

cies de otros microorganismos, tanto en sus propiedades qul 

micas como biológicas, de las cuales podemos enumerar las 

siguientes: 

Lipopol isacárid~s (LPs) 

1 .- Sedimenta rápidamente por 
centrifugación. 

2.- LDsa = 60 - 90 ~g/g 

3.- SOio reacciona con el 
suero anti -LPs 

4.- No inhibe la fagocitosis 

s.- Lfpidos totales 21% 

6.- Contiene Ramnosa, glu­
cosa y orcinol (+) 

F, 9.- ProducciOn 'i.. patoqenicidad. 

Cubierta Supeficial {CS) 

No sedimenta a 
105,000 g/3 horas. 

L 050 = 30 )191 g 

Sólo reacciona con el 
suero anti -es 
Inhibe marcadamente la 
fagocitosis 

7% 

Manosa, galactosa y 
orci nol (-) 

Se ha encontrado que las cepas de alta virulencia 

producen cantidades significativamente más altas de protea-
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sas y gelatlnasa, que aquellas d~ baja virulencia y que 

difieren en Ja producción de otras enzimas, tales como 

colagenasa, elastasa, fosfol ipasa, fosfatasa alcalina, 

hemol isina y ONAasa, que son significativamente diferen­

tes entre las cepas de alta y baja virulencia (25). 

Para demostrar y estudiar el mecanismo de pato­

genic idad de las enzimas y productos de Pseudomonas ~­

ginosa se ha utilizado el modelo del ratón quemado, dando 

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

Es un fenómeno comOn que la frecuencia de enfer­

medades causadas por Pseudomonas ~uginosa en muchos hos­

pital es se encuentre en aumento. Las razones no han sido 

completamente determinadas, pero indudablemente existe una 

relación con el uso y abuso de los antimicrobianos, que 

han sido factores determinantes en la aparición o el incre­

mento de la resistencia que presenta este microorganismo a 

la mayorfa de los antibióticos comOnmente utilizados (23, 

26, 27' 39). 

Este Incremento ocurre principalmente por una 

presión de selección del antibiótico, que faciJ ita la pro-

1 iferacjón 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 transmisión 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) h_allados en Pseudo· 

~~ aeruqlnosa pueden provenir de las enterobacterias, 

observ~ndose especialmente que cepas de ,g_. ~ podrtan 

.·; .. 



transferir FTR a cepas de Pseudomonas aerugino~ sensi­

bles, con una baja- frecuencia (23, 27). 

(29) 

Existen otros estudios que ponen de manifiesto 

que Ja transferencia de la resistencia a drogas entre 

enterobacterias y Pseudomonas !!eruginosa ocurre en la 

naturaleza (10, 27}. 

Entre las funciones que actaan como factores 

adicionales para el incremento en la patogenicldad de 

la bacteria, determinadas por los plásmidos, podemos 

mencionar las siguientes (14, 39}: 

1 .- Replicación, reparación y recombinación. 

2. - Fertilidad. 

3.- Restricción y modificación. 

4.- Resistencia a agentes antimicrobianos. 

S.- Resistencia a metales tóxicos y detergentes. 

6.- Resistencia a bacteriófagos. 

7.- Metabol isrno de azocares y compuestos 

aromáticos. 

~.-Adhesión celular. 

9.- Virulencia. 

Las diferentes formas de resistencia a los anti­

microbianos conferidas por los plásmidos R, las podemos 

resumir como sigue (10, 13, 14, 30): 



Actividad codificada 
por plasmldos R. 

A.- Sustancias producidas y lo 

cal izadas en la mem~rana -

interna o externa, que im-

piden la entrada de la dro 

ga por interferencia con -

el. sistema d':! transporte o 

por bloqueo de los poros. 

B.- Producción de una enzima 

que modifica el sitio de 

acción de la droga en la 

sub-unidad SOS del ribo-

soma. 

C.- Producción de una enzima 

que destruye al antibió­

tico por modificación o 

hidrólisis. La enzima -

puede ser intracelular, 

extracel ular o ambas 

(por ejemplo ,-Jactama­

sa y acetilasas). 

O.- Producción de una enzima 

sustitutda que sea resi! 

tente al antibiótico y -

que reemplace a una enzl 

ma antibiótico-sensible 

esencial. 

(30) 

Razón de la inacti­
vidad del antimicrobiano: 

El antibiótico no 

puede entrar a la 

célula. 

El antibiótico en­

tra en la célula, 

pero Ja droga no 

se une al sitio de 

acción. 

Dan como resultado 

un antibiótico inas 

tivo. 

La enzima sustitut­

da permite que la 

célula crezca. 
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No todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa son 

resistentes a la mayorra de los antimicroblanos de uso CQ. 

man, sino que existen cepas hipersusceptibles, como es el 

caso de las cepas mucoides. Esta caracterrstica de los an­

tibióticos en las bacterias Gram-negativas, se ha correlaciQ. 

nado con alteraciones en la membrana externa, en particular 

en los lipopol isacaridos y en la composición de las proter­

nas (29). 

Debido a que la terapia con antimicrobianos en 

enfermedades causa«:ias por Pseudomonas aerugi nosa 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 ta bOsqueda de nuevos agentes antlmicrobianos nat!:!, 

rales y sintéticos que puedan ser utilizados; tal es el c~ 

so de: Alpacilina, Piperacil ina, Azlocil lna, Cefoperazona, 
~· 

Ceftadizina, Moxatectama, etc. (29, 45, 54). De la misma 

manera se investigan otras formas de mejorar ta actividad 

de los antibióticos, mediante bloqueadores de las enzimas 

que los inactiven, como por ejemplo el dcido clavulanico 

o por sinergismo en una misma vra metab61 lea o sitio de 

acción, como trimetropin/sulfametoxazol y piperacil ina/to­

bramicina (16, 23). 

Existen varios métodos para determinar la sen-
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sibil idad de los microorganismoi frente a diversas drogas 

o antimicrobianos: 

Método de difusión a partir de discos (Kirby­

Bauer), método de dilución, ya sea en tubo o en placa, 

prueba de inactivación de enzimas contra los antimicro­

bianos y pruebas automatizadas (33). 

Entre estos métodos, el m~s usado por su facil i­

dad es el de Kirby-Bauer, que realizado en forma correcta 

es confiable )' comparable en sus resultados a las técnicas 

m~s laboriosas de dilu~ión en tubo o placa, por lo cual es 

necesario tomar en cuenta los siguientes factores que in­

fluyen significativamente en el resultado de las ~ruebas:· 

Son especialmente importantes la densidad o ta­

maño del i nócul o, incubación (tiempo y temperatura), pH 

del medio, atmósfera, estabilidad da los antimicrobianos, 

actividad metabólica de los microorganismos (20, 31, 3.3, 

37). El efecto antagónico de los cationes divalentes en 

la actividad anti bacteriana de los aminoglucOsidos, poi i­

mixinas, tetracilinas y sulfonamidas es muy importante, 

ya que se ha observado que la adición de Iones Ca y Mg 

al caldo de Mueller-Hinton provocan un efecto de aumento 

en las CMls de aminoglucOsidos y tetracicl ina para Pseu­

domonas aeruginosa. En cambio, producen bajos efectos 

en las CMls (Concentración Mfnima Inhibitorias) de ~ar· 



bencil ina (17, 33), condiciones que con el método d1~ 

Kirby-Bauer no son f~ciles de controlar. 

( 33) 

En lo que se refiere al método de dilución en 

~laca, utilizando un replicador de Steers, se tienen las 

siguientes ventajas: 

l) En una sola placa pueden pr~barse hasta 30 cepas di-

fe:-entes. 

ii) Permite desc~brlr la presencia de conta~:naciones. 

ili) Los resultados son reproducibles en un 95%. 

iv) Se p~ede efectuar control de la potencia y concentra­

clOn de los antimicro~ianos empleados (23). 

Para la interpretación de las pruebas de suscep­

tibilidad y de resistencia, se deben de tomar en cuenta: 

1.- La relación entre la CM! o CML (concentración mtnima 

letal) del microorganismo con los niveles de antimi­

crobiano en sangre o en algunos casos en orina u otro 

flutdo. 

2.- La rela:iOn de la susceptibilidad de la cepa probada 

con la de otros miembros de la misma especie. 

3.· La experiencia el rnica en el tratamiento del tipo 

particular de enfermedad involucrada (33). 

Entre los agentes antimlcrobianos m~s comúnmen­

te utilizados y sus mecanismos de acción, se encuentran 

los siguientes (13, t4, 20, 33, 37): 



AGENTE: 

Penlcf 1 inas y 
Ce fa 1 os por i nas 

Cloranfenicol 

Sul fonaml da 

Tetraclcl inas 

Estreptomicina 

Gentamlclna 
Ami kac 1 na 
Tobramlcina 

Rlfamplclna 

Nitrofuranos 

Acldo Nalldfxlco 

Pollmlxlna B 

(34) 

MODO DE ACC ION: 

lnterfierm con la blo.sfntesis de 
la pared cel;ular a través de la 
interacción con las uniones penl 
cil ina-protefna, provocando auto! isis. 

Inhibe la sfntesis de protefnas 
por la interacción con la sub­
unidad SOS rlbosomal. 

lnhlbidor competitivo de la di­
hidrofolato reductosa. Bloquea 
la sfntesis de tetrahidrofolato 
y rutas metabólicas relaciona-­
das. 

Inhibe la sfntesis de protefnas 
por interacción con la sub-uni­
dad 305 ribosomal. 

Inhibe la sfntesls de protefnas 
y causa falsa lectura en la tra 
ducción,por Interacción con la 
sub-unidad 30S rlbosomal. 

Unen las sub-unidades 305 y SOS 
del ribosoma bacteriano. Causa 
falsa lectura en la traducción 
e Inhibe la elongaciOn de la c~ 
dena peptrdl ca. 

Se une al factor sigma de la 
RNA pollmerasa bacteriana y b12, 
quea la transcripción (srntesis 
de RNA). 

No se conocen completamente. 
Puede Interferir con los· proce­
sos de Oxido-reducclOn. 

Interfiere con la repllcaclOn -
del DNA, inhibiendo la acclOn -
de la enzima DNA-glrasa. 

Recubre la membrana celular de 
las bacterias y destruye el 
transporte activo y su funclOn 
corno una barrera de la permeabl 
1 ldad selectiva. ActOa como de­
tergente catlOnlco. 
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Segan el promedio de los niveles que alcanzan en 

s~ngre los antibióticos mas utilizados, podemos considerar 

las CMls para determinar si una cepa es sensible o resis­

tente consultando la siguiente tabla (33, 37): 

CMI 
Antibióticos: 

requeridos C,µg/ml ) para: 

Resistencia: Sensibilidad: 

Amlkacina ~ 38 < 12 

Ampi c i 1 i na ~ 40 < 10 

Carbenicil ina .,., 70 < 70 

Cefalosporina ~ 150 < 15 

Cloramfenicol ~ 40 < t 1 

Estreptomicina ~ 25 < 10 

Gentamiclna ~ 12 < 4 

Acldo Nalidfxlco ;, 32 < 12 

Ni trofurazona ~ 100 < 25 

Poi imi xi na B ~ 8 < 2 

RI famplcina ~ 10 < 10 . 

Tetracicl ina ~ 30 < 5 

Tobramic i na ~ 12 < 1 

Trimetropfn/Su1fameto-
xazol > 200 < 35 

--
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11:- PARTE EXPERIMENTAL. 

A) MAT ER 1 AL • 

1 .- Cepas utilizadas. 

So emplearon cepas de Pseudomonas aer~ginosa ais­

ladas de pacientes hospital izados con quemaduras de 2o. y 

3er. grado, del Hospital "Rub~n Leñero", D.D.F. y de m:dio 

ambiente extrahospitalario, generalmente de agua de fuentes 

ornamenta 1 es. 

Como cepa control se usó Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853, proporcionada por Laboratorios Abbot de M~xico. 

2.- Medios utilizados. 

a) Para aislamiento y caracterización: 

Agar MacConkey (Oifco), Caldo y agar nutritivo (Olfco), 

C1ldo Infusión cerebro-corazón {Oifco), Agar infusión 

cereoro-corazón {BHI) dial izado, ~s leche descremada 

(,53), Agar -agar (Merck). 

b) Para la identificación bioqufmica: 

Agar Kl lgler (Mer 1..:k), Gelatina nutritiva (Difco), Rojo 

de Metllo-Voges Proskauer (Merck), Medio de SIM (Di feo), 

Medio de Ci Lrato de Sinwnons agar (Merck), Medio o~· base 

(Difco}, Medio de descarboxilasa de Moaller (Merck), 

Medio infusión cerebro-corazón (Dlfco). 

e) Para la dctt:1rminaci0n de exoenzlmas: 

Parn hem6lisls Base de Agar Sangre (Bloxon) 

y eritrocitos humanos 5% 



Para la acción de 
1 a 1 i pasa: 

Para la coagulación 
del pi asma: 

Para la acción de 
1 a f i br"i no 1 is i na : 

Para la acción de 
1 a 1 ec i ti nasa: 

Para la acción de 
DiMasa: 

Para la acciGn de 
la gelatim:sa: 

Para la acción de 
las proteasas: 

Para la acción de 
la elastasa: 
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LipJse, Test agar, Poly­
sorbante (tween 80) (3~). 

Plasma hum~no citratado,fresco, 
dilución 1 :4 con solución 
salina isotónica. 

Plasma humano+ Cac1 2 al 0.25 % 

Base Agar Sa,gre (Difco) 
adicion.::ido de 10% de una 
solución de yema de hue­
vo+ ~SI (v/v}. (3)) 

A0Jr p.::ra p!"'u~ba CNAasa 
(Lioxon) 

Gelatina nutritiva (Difco) 

A:~r EHI dial izado +leche e: ~.:::-::~::-c.:i ( s~gan Sokol y 
coiüborcdores) (53) 

Medio de elastina seqOn 
fórmula {S. Barra) (49) 

d) Para la determinación de pigmentos: 

Agar Flo (Bioxon) y Agar Tech (Bioxon) !47) 

e) Medio de conservación: 

Peptona 2% (Merck) y Agar-agar 1.5% (Merck} 

f) Para determinar susceptibilidad a los antimicrobianos: 

Base agar de Mueller Hinton (Oifco) 

3.- AdicioMs: 

a) Carbohidratos: Glucosa, .maltosa y xilosa (Mcrck) a una 

concentración del 10%. 

b) L-aminoacidos (Merck): Arginina, Lisina y Ornltina al 

1% para Descarboxilasa base Moellcr. 
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4.- Antl~lcrobianos. 

Acido Nal idrxico, Lote Flj (Wintrop) 

Arnplcilina, Lote L-QMAA 8196 {Wyeth-Vales) 

Amikacina, Lote A 2662 (Difco) 

Carbenicil ina, Lote 2774 {Difco) 

Cefalosporina, Lote 15/890/ARM, (Abbott) 

Cloramfenicol, Lote 79132 (Park-Davis) 

Estreptomicina, Lote 680277 {Wyeth-Vales} 

Gentamicina, Control 8161-2 (Sherarnex) 

Nitrofurazona (Bermex) 

Pol imixina, Lote 143010 (Lab.Dr. Zapata} 

Rlfampicina, Lote 1090028 (Lepetlt) 

Sulfametoxazol (Roche) 

Tetracicl ina (Sigma Chem.) 

Trlmetropin (Roche) 

Tobramiclna (Elly-Lllly) 

5.- Reactivos. 

Acldo élorhfdrico (Merck) 

Acldo sulfamrlico (Merck} 

Alfa naftol (J.T.Baker) 

Alfa naftil amina (J.T.Baker) 

Azul de toluldina (Merck) 

Colorantes de Gram. 

Cloruro de calcio (Merck) 

Cloruro de sodio (Merck) 

Elastina (Sigma Chemical Co.) 



Fosfato acido dlpot~sico (Merck) 

Fosfato acido monopotasico (Merck) 

Gl ice rol (,1. T. Baker) 

HidrOxido de sodio (Merck) 

Reactivo de Ehrl ich 
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Sulfato de fierro heptahidratado (Merck) 

Sulfato de magne;io heptahidratado (Merck) 

Sulfato de manganeso tetrahldratado 
(Merck} 

6.- Amortiguadores. 

Amortfguador de fosfatos pH 4, 8 y 11. 

7.- Material de vidrio. 

Vasos de precipitado de 20, 100, 600 y 
1000 mi • ( Pyrex} 

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

Cajas de Petrl de 100x20 (Pyrex) 

Matraces Erlenmeyer 9rad. de 250 y 
500 ml • ( Pyrex) 

Matraces volum~tricos de 100 y 1000 mi. 
(Pyrex) 

Pipetas serolOgicas de 1/10x1/100, 
1x1/10, 1x1/100, 5x1/10 
y 1Jx1/10 (Pyrex) 

Tubos de cultivo de 13x1:>0, 16x150 y 
22x175 (Pyrex} 

Tubos de cultivo con tapOn de rosca, 
de 16x150 y 22x175 (Pyrex) 
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8. - Egul po. 

Agitadora con regulador de temperatura {Scientific Precission} 

Agitador Vortex Mod. R-90 {Lab-Line instruments} 

Asa bacteriolOgica de nlcromel. 

Balanza anatftlca mod. H35 AR {Mettler) 

Balanza granataria, doble plato capac. 2Kg mod. 1510 O {Ohaus) 

Baño giratorio mod. G76 {New Brunswick Scientific) 

Centrffuga de 5,200 rpm mod. k7165 {Damon/IEC Division) 

Centrffuga 6,000 rpm refrigerada mod.CRU 5000 (Damon/IEC Dlv.O) 

Cajas de Petrl desechables de 100x20 {Technicare) 

Estufa 

Fotocolorrmetro mod. 800-3 (Klett-Sunmerson) 

Gradilla de alambre 

L~mpara de luz U.V. Mod. UVL-56 (Black-Ray) 

Mechero FI sher 

Membrana de filtraciOn de 0.45 um, 13 nm 6 y 47 rml 6, HAWP 
(Mili ipore corporation) 

Microscopio de contraste de fases (Nikon) 

Microscopio dptico (Carl Zeiss) 

Olla de presidn de 20 lbs. 

Papel "Parafllm" 

Potencidmetro digital (Cole Parmer) 

Pinzas mill lpore XX 6200006 {Mill lpore corporatlon) 

Repllcador de Steers 

Tela de alambre con asbesto 

Tri pié 

Tubo para centrffuga grad. de SO mi Falcan 

Unidades de flltraclOn swlnnex de 13 mm 6 y 47 nm 6 
(Mllllpore corporatlon) 



M E T O D O 

Aislamiento y caracterfzaciOn: 

a) de exudados de pacientes con quemaduras 

b) de medio ambiente extrahospitalario 

' 

CaracterizaciOn: Bioqurmic~ 

,. 
SelecciOn de Colonias 

OeterminaciOn de caracterfstlcas coloniales 

OeterminaciOn de exoenzimas y pigmentos 

•• 

DeterminaclOn de Ja sensibilidad a 
diferentes antimlcrobianos 
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B) METOOO. 

1 .- Aislamiento y caracterización. 

a) De exudados de pacientes con quemaduras. Se tornó la 

muestra con un hisopo de .algodón, introduciéndose inm~ 

dltamente en condiciones estériles en Caldo de Infu­

sión Cerebro Corazón (BHI), para utilizarse como medio 

de transporte." Con el mismo hisopo y ya en el laborat~ 

rio, se sembró en cajas de agar MacConkey. 

b) De medio ambiente extrahospitalario. Se tomaron mues­

tras de 5 ml de agua de diversos sitios, generalmente 

de fuentes ornamentales, se agregaron a tubos con 5 mi 

de caldo MacConkey, al doble de la concentración usual 

y se incubaron de 24 a 48 horas (en ocasiones por 72 

horas), hasta observar desarrollo, sembrandose a conti­

nuación una asada de este cultivo en agar MacConkey. 

Las cajas inoculadas con las muestras de ambos 

ortgenes se incubaron a 37ºC, por 24 horas, con el ffn 

de determinar, por morfologta colonial, produccidn de 

pigmento y prueba de las oxldasas, la presencia de cepa~ 

de Pseudomonas aeruginosa. 

2 .. - Tinciones. 

se· realizo la tecnica de tfncfdn de Gram, modlficaciOn 

de Hucker para todas las cepas. 

3.- Caracterización blo~ufmica. 

Las pruebas bioqufmlcas se real izaron a fin de confirmar 

el diagnostico presuntivo del aislamiento inicial, em­

ple~ndose la siguiente serie: 
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HzS ( -) 

1 ndofenol oxidasa (+) 

Movil i dad (+) 

Glucosa OF abierto ( +) 

Glucosa OF cerrado ( -) 

Mal tosa OF abierto ( -) 

Maltosa OF cerrado ( -) 

Xilosa OF abierto (+) 

Xi 1 osa OF cerrado ( -) 

Citrato de S im11ons ( +} 

Producción de nitratos ( +) 

L-Llsina descarboxilasa ( -) 

L-argl ni na dihidrolaS-3 (+) 

L-orni ti na descarboxi lasa ( -) 

BHI a 42ºc ( +) 

Pruebas realizadas con base en las recomendacio-

nes de la Sociedad Americana de Microbiologfa (2). 

Las cepas, una vez aisladas y plenamente identi­

ficadas, se sembraron en medio de conservación para su uso 

posterior. 

4.- Observacidn de movll idad y confirmación 
de pureza. . 

De los tubos de conservación se tomó 

una pequeña asada v se suspendió en una gota de 

solución salina isotónica, observándose con el 

microscopio de contraste de fases ·la mo~fologfa, 

tama~o y movimiento de los bacilos. 
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s.- Diluciones y selección de colonias. 

Del tubo de conservación se sembró cada una de las 

cepas en 5 ~I de caldo nutritivo y se incubó durante 18 ho­

ras a 37°C. Una vez obtenido el crecimiento, se tomó una alL 

cuota de 0.1 mi y se realizaron diluciones seriadas en tubo 
-18 -20 

(con SSI), hasta obtener las diluciones de 10 y 10 . 

De estas dos últimas diluciones se inocularon 0.1 

mi en cajas con medio de BHI dial izado con leche (incubán­

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

nias perfectamente aisladas. 

6.- Morfo1ogra colonial. 

Una vez obtenidas las colonias aisladas, se pro­

cedió a determinar las caracterrsticas morfológicas de 

ellas: forma, aspecto, bordes, superficie, textura y tama­

ño; se esc·ogieron las que mostraron diferencias y se sem­

braron una vez más en tubos con medio de conservación. 

7.- Producción de exoenzirnas y pigmentos. 

Cada una de las cepas se sembró en 3 mi de caldo 

BHI, con incubación a 37ºc durante 18 horas, usándose el 

replicador de Stee:-.s; se probaron 15 cepas en cada caja 

con los diferentes medios para real izar la determinación 

de hemol isinas, lecitinasa, 1 ipasa, fibronolisina, coagula­

sa. gelatinasa, proteasa, ONAasa y elastasa. Los pigmentos 

piocianina y fluorescerna se determinaron en los medios in­

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

bó a 37ºC, de 18 a 24 horas.· 
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8.- Producción de las diferentes fracciones de 

proteasa. 

a) Las cepas problema se sembraron en 5 mi de BHI y se in­

cubaron a 37ºC durante 18 ha.ras; de cada una de el J as se 

tomo una al fcuota de 0.3 mi para inocularla en tubos de 

centrffuga cQnteniendo 30 mi de caldo nutritivo y se in­

cubaron a 28°c durante 72 horas, con una agitación de 70 

rpm. 

b) Una vez obtenido el crecimiento, se centrifugó a 3,500 

rpm durante 45 minutos, se decantó el sobrenadante y 

se fi 1 tró con membrana Mi 11 i pare de 0.45 )Jm. 

c) Del filtrado se tomó 1 ml para cada uno de Jos problemas 

y se real izaron tratamientos de temperatura y pH: 

Para temperatura se trató la muestra a 35ºc, soºc, 
o o . 

65 C y 75 C y para pH se agregó amortiguador de fosfatos 

hasta 1 ograr 1,os pH de I+, 8 y 11 por sepárado. 

Una vez tratadas, de cada una de las muestras se 

sembró 0.1 ml por separado en cajas con a~ar BHI dial i­

zado + leche descremada y se observó, después de 24 ho-

ra$, $f cxi~tra ~ctlvidad proteolftica. 

La interpretación de estos resultados se real iza­

ron con base al método y criterios del estudio efectuado 

por Morlhara (41). 

9.- DeterminaclOn da susceptibilidad a antlmi­

croblanos. 

La CMI (concentraciOn mfnima inhibitoria) se de-
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termino por el método de dilución en placa, usando Agar 

Mueller Hinton (2 y 55), a concentraciones graduadas de los 

antibióticos y un inoculo aproximado de 108 UFC (unidades 

formadoras de colonias), ajustando la densidad nefelométrl­

ca co~ un patrón McFarland # 4 (33) y utilizando el repl 1-

cador de Steers. 

Las cepas se sembraron primero en 3 ml de caldo 

BHI a partir del tubo de conservacio~. con el fin de te­

ner un cultivo fresco. De ahr se tomo una al rcuota de 0.1 

mi y se inoculó en 5 mi de caldo de Mueller Hinton, incu­

bándose durante 18 horas a 37ºc. 

Se colocó 1 .O mi de cada cultivo (que contiene 

aproximadamente 108 - 109 UFC) en los pozos de la placa 

del replicador, inoculándose 32 cepas en cada caja. 

Las cajas se prepararon con 19 mi de medio de 

cultivo y 1 .O mi de cada dilución de los antimicrobianos. 

Se emplearon 12 diluciones seri·adas para los 

diferentes antimicrobianos, con un rango de concentración 

.de 0.125 a 256 mg/ml. Se partió de una concentración de 

10,000 pg/ml del antimicrobiano. 

En cada placa se inoculo una cepa testigo con 

un patrón conocido de sensibilidad a los antimicroblanos 

(Pseudornonas aerugino~~ ATCC 27853). 

Se sembraron placas sin antibiótico para probar 

la pureza del cultivo y su viabilidad. La lectura se rea­

l izó entre 16 y 18 horas da incubación a 37°C. 
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Las diluciones de cada antimlcrobiano se real iza­

ron siguiendo la tabla: 

conc. final 
Tubo mi HzO mi del antibiótico en 1 a caja 

dest. }'9/ml 

4.88 5.12 (del anti b 1 O ti co) 256 

2 2.5 1.5 (del tubo # 1) 128 

3 6.0 2.0 ( " 11 # 1) 64 

4 2.0 1.0 ( " 11 # 3) 21.3 

5 3.0 1.0 ( " " # 3) 16 

6 7.0 1.0 ( " " # 3) 8 

7 2.0 1.0 ( 11 " # 6) 2.66 

8 3,0 1.0 ( " 11 # 6) 2.0 

9 7,0 1.0 ( " 11 # 6) 1.0 

10 2.0 1 .o ( 11 11 # 9) 0.33 

t t 3,0 1.0 ( 11 11 # 9) 0.25 

12 7,0 1 .o e 11 11 # 9) o .125 
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111 . - RESUL T_AQQ.i: 

A) ~A~ACTE~ISTICAS DE LA MORFOLOGIA COLONIAL. 

En el presente trabajo se real izó la observación 

de las caracterfstfcas de morfolo3fa colonial mas comúnme~ 

te estudiadas, como lo son for~a, aspecto, bordes, superfl 

cíe y te~tura, notandose diferentes variedades en cada una 

de estas caracterfsticas (Grafica # 1). 

En cuanto a forma, se encontraron colonias alar­

gadas, redondas, convexas, planas y umbi1 icadas; éstas OI -

timas en un porcentaje muy bajo (10%) y solo en las colo~ 

nias de cepas aisladas de pacientes hospital izados. El por. 

centaje mas elevado, para las cepas de ambos orrgenes, co­

rrespondió a las que presentaron forma convexa. Tambi~n se 

pudo observar que en las cepas aisladas de pacientes hospl 

tal izados se presentaron con el mismo porcentaje tanto co­

lonias alargadas como redondas (50%). En cambio, en las c~ 

pas aisladas de medio ambiente extrahospitalarlo predomin~ 

ro~ las colonias alargadas (67.74%). 

En aspecto, se observo un predominio de colonias 

brillantes en las cepas aisladas de ambos orrgenes. En cam, 

blo las colonias mates se enco~traron en menor proporción 

y en lo ~ue se refiere al brillo metalice solo se observo 

en colonias de cepas aisladas de pacientes hospitalizados. 
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Los bordes fueron tanto re~ulares como irregula­

res, encontrandose que en las cepas aisladas de hospital 

predomina ron 1 as del tipo regular (62 .0%) y en cambio en 

las cepas aisladas de medio ambiente extrahospitalario pr~ 

dominó el borde irre3ular (64.5%}. 

En lo que se refiere a superficie, se obtuvo en 

las cepa.s aisladas de pacientes hospitalizados predominio 

de la variedad 1 isa (54.0%}, siendo al contrario de las 

cepas aisladas de medio ambiente extrahospita1ario, donde 

el predominio fue de colonias rugosas. Las colonias se­

mlrrugosas se presentaron en proporción muy similar en las 

cepas de ambos orfgenes. 

Otra caracterfstica observada fue la textura, 

presentandose colonias blandas para e1 100% de 1as cepas 

aisladas de ambos orfgenes. 
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PORCENTAJE DE CEPAS; QUE PRESENTARON DIVERSAS CARACTERISTICAS DE MORFOLOGIA COLONIAL ---- - -- - -------------
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~ CEPAS AISLADAS DE PACIEUTES HOSPITALIZADOS 

o CEPAS AISLADAS DE MEDIO AMBIENTE EXTRAHOSPITALARIO 

12 13 

(TOTAL: 124) 

(TOTAL: 70) 
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Continuación de Ja Gr~flca # 1: 
\ 

1.- Alargadas 

2. - Redondas 

3.- Convexas Forma 

4. - Planas 

s.- Urn'Jil icadas 

6. - Bri 11 antes ) 7.- Mates Aspecto 

8.- Brillo met~lico 

9. - Regulares } Bwdes 
1 ::>. - Irregulares 

11. - Lisas 

l 12. - Rugosas Superficie 

13.- Semi rrugosas 

14.- Blandas J Textura 
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SegOn los resultados obtenidos en la observaclOn 

de las caracterfstfcas morfolOglcas reportados en la Figura 

1, se real izO la siguiente agrupaciOn de las variedades 

morfo) Ogicas que .presentaron 1 as cepas de Pseudomonas aeru'--
glnosa estudiadas: 

Hosp. Med.Amb. 

GRUPO 1 Alargadas convexas: 

Bordes regulares, superficie 1 isa 10 % 16.13 % 

" Irregulares, 11 11 4 % 
11 11 11 rugosa 6 % 19.35 % 
JI " 11 semf rru-

gasa 2 % 22.58 % 
11 regulares 11 11 2 % 

GRUPO 11 A 1 argadas et anas: 

Bordes 1 rregul ares, superficie 1 f sa 4 % 

ti 11 11 rugosa 2 % 6.45 % 

ti 11 11 semf rru-
gosa 4 % 3.22 % 

11 regulares 11 11 10 % 
11 11 " rugosa 2 % 

GRUPO 111 Alargadas umbfl icadas: 

Borde Irregular, superff efe lfsa 2 % 

" 11 11 semirrugosa 2 % 



(52) 

Hosp. Med. Amb. 

GRUPO IV Redondas convexas: 

Borde regular, superficie 1 isa 22 % 16. 1.3 % 

11 irregular, 11 11 6 % 
11 regular, 11 rugosa 4 % 3.22 % 

11 irregular 11 4 !: 12. 9 o/ 
•O 

" regular, 11 sernlrrugosa 6 ºL ,, 

GRUPO V B. e do n da l?.!..ª1:@.: 

Borde irregular, superficie rugosa 2 % 

GRUPO VI Redonda umbLJ_icad~: 

Bo:·de regular, superficie 1 isa 2 }' 

11 lrregulc:1r, 11 11 4 % 

Se puede observar en la agrupación anterior que 

existe mayor nOmero de variedades en las cepas aisladas de 

pacientes hospital izados (20 diferentes), que en las aisla­

das de medio ambiente extrahospitalario (8 variedades sola­

mente). 
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B) DIAMETROS COLONIALES. 

Las cepas estudiadas presentaron gran variedad 

en cuanto a su diámetro, como se puede observar en la 

Gráfica # 2. 

El diámetro más frecuente correspondió al ran­

go de 1 a 2 l1lT1 para las cepas de ambos orfgenes (46.0 y 

32.26%) y en segundo lugar al de 3 - 4 mm (10.D y 29.0%), 

siendo escasa la frecuencia para el diámetro menor de· 

0.5 ITITl, observado solamente en cepas aisladas de pacien­

tes hospitalizados (8°~). 



GRAFICA 11 2 
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Continuación de la Gr~flca # 2: 

DIAMETRO EN mm 

1. - 4.0 a s.o 

2. - 3.0 - 4.0 

3.- 2.0 - 3.0 

4. - 1.0 - 2.0 

s.- o.s - 1.0 

6. - o.s 

Estas mediciones se real Izaron en colonias 

perfectamente aisladas en medio sól Ido de 

leche dial Izada, con 24 horas de incuba­

ciOn a 37ºc y un Inoculo de 0.1 mi de una 

dilucfOn de 1:1020 . 
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C) EXOENZIMAS RELACIONADAS CON LA PATOGENICIDAD. 

Por los resultados obtenidos en la producción .Ln. 

vitro de exoenzlmas relacionadas con la patogenlcidad de 

Pseudo~onas aeruginosa, Gr~fica # 3, se puede observar que 

del total de cepas estudiadas (194) el mayor porcentaje de 

producción correspondió en orden decreciente a caseinasa, 

1 ipasa, DNAasa y gelatinasa. 

En cambio, las de menor producción fueron la fi­

brfnol lsina y lecitinasa, con resultados negativos para la 

producción de coagulasa en las cepas estudiadas de ambos 

orfgenes (0%). 

Es de mencionarse que en este estudio las cepas 

aisladas de medio ambiente extrahospitalario, con respecto 

a las aisladas de pacientes hospitalizados, presentaron 

una mayor producción de las siguientes exoenzimas: de ma­

nera muy significativa elastasa (82.86%), hemol rsina ti­

po ~ (85.51%) y gelatinasa (92.86%) y en menor proporcron 

lipasa {100%), caseinasa (98.53%} y DNAasa {88.57 vs 

83.74%). 

En el caso de la hemolisina tipoo<, fibrfnol t­

sina y lecitlnasa, el predominio en ta producción corre!_ 

pondi6 a las cepas aisladas de pacientes hospital izados 

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

. : }~ 
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PORCENTAJE DE CEPAS POSITIVAS PARA LAS EXOENZIMAS RELACIONADAS CON LA PATOGENICIDAD ---- - - --- - - ---- ------- - - -----
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Continuación de la Gráfica # 3: 

1.- liemol is i na tipo ~ 

2.- Hemol isina tipo -<. 

3. - Lecitinasa 

4. - Lipasa 

5,- F i br 1 no 1 i s l na 

6.- Coagul asa 

7.- Gelatinasa 

8. - Casef nasa 

9. - DNAasa 

10.- El as tasa 



D) PRODUCCION DE DIFERENTES FRACCIONES 

DE PROTEASA. 

(57) 

El estudio de las diferentes fracciones de pro­

teasas, Gráfica# 4, evldendiO la alta frecuencia de pro­

ducción simultánea de las tres fracciones en las cepas ai~ 

ladas da medio ambiente extrahospitalario (63.23%). 

La producción simultánea de las fracciones 1 y 

11 en las cepas de ambos orfgenes (4.31% y 5.88%) no fué 

significativa, sucediendo lo mismo en el caso de la pro­

ducción de la fracción 111 (S.17 y 2.94%). 

La producción simultánea de las fracciones 11 y 

111 solamente se encontró en cepas aisladas de medio am­

biente extrahospitalario (11.76%). 

Para Ja producción Onicamente de la fracción 11, 

Jos datos Indican que se encontró predominantemente en las 

cepas aisladas de pacientes· hospitalizados (20.69%). 

Es de tomarse en cuenta que Ja ausencia completa 

de actividad proteo) ftlca se manifestó de una manera mas 

elevada en las cepas aisladas de pacientes hospital izados 

(55.17%), con respecto a las aislad3s del medio ambiente 

extrahospltalarlo (10.29%). 
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Continuación de la Gr~fica # 4: 

t.- Fracciones 1, 11 y 111. 

2.- Fracciones 1 y.11. 

3. - Fracciones 11 y 111 • 

4.- Fracción 11 Onicamente. 

5.- Fracción 111 anicamente. 

6.- No se detectó actividad 
proteolftlca. 
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E) PIGMENTOS: FLUORESCEINA Y PIOCIANINA 

Como se puede apreciar en la Gráfica # 5, la 

diferencia en porcentaje de producción de fluorescerna 

en las cepas aisladas de ambos orfgenes no fué signifi­

cativa (77.97 y 81 .16%), resultando una diferencia de 

producción de 3.19%, no asr para piocianina, en donde 

Ja mayor frecuencia de producción correspondió a las 

cepas aisladas de medio ambiente extrahospltalario 

(92.86%), con una diferencia de 29.30% con respecto a 

(59) 

las cifras aisladas-de pacientes hospital Izados (63.56%). 

Con respecto a la producción de ambos plgmen· 

tos por una misma cepa, el mayor porcentaje de produc­

ción correspondió a las cepas aisladas del medio ambien­

te extrahospitalario (74.29%), con una diferencia del 

32.7%. 
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Continuación de la Gr~flca # 5: 

·1.- Fluorescefna. 

2.- Piocianina. 

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

Se estudiaron un total de 138 cepas da Pse~domo­

!!.~~ aeruginosa, de las cuales 79 correspondieron a las ais­

ladas de pacientes hospitalizados y 59 obtenidas de medio 

ambiente extrahospitalarlo. Todas las cepas se sometieron a 

tratamiento de süsceptibil idad frente a catorce antimicro­

bianos, determlnandose la Concentración Mfnima Inhibitoria, 

la cual se considera como la concentración mas pequeña que 

no permitió el desarrollo de la bacteria. 

Los resultados obtenidos se graficaron con base 

en el porclento acumulativo de cepas Inhibidas por los di­

ferentes antimicroblanos utilizados, como se observa en las 

Graflcas # 6 a 19. 

A partir de estas graffcas se obtuvieron las con­

centraciones requeridas para inhibir el desarrollo del 50%, 

75% y 90% (CM1 50 , CM1 75 , CM1 90 ) de las cepas probadas con 

los diferentes antimfcrobianos y asimismo determinar el ran­

go de sensibilidad (Tabla# 1). 

En la Tabla# 1, los diversos antimicroblanos uti-

1 izados se ordenaron de menor a mayor eficacia, en donde la 

amikacina mostró la mejor actividad contra las cepas some­

tidas a su acción, ya que se requirieron concentraciones de 

8)Jg/ml para Inhibir el 75% de las cepas y Onicamente de 

16 a 21.33}'g/m1 para Inhibir el 90% de las cepas aisladas 

de medio ambiente extrahospitalarlo y de pacientes hospita­

l izados, respectivamente. 
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Polimixina y tobramicina fueron los siguientes 

antlmicrobianos que mejor resultado dieron, ya que se re­

quirieron 64 µg para lograr CM1 90 en cepas aisladas de pa­

cientes hospitalizados. En el caso de Ja tobramicina, para 

las cepas aisladas de medio ambiente extrahospitalario, 

los resultados que se reportan fueron superiores en cuanto 

a efectividad, Incluso a los obtenidos con Ja polimixina y 

amikacina, ya que solamente se requirieron 2.66 ~g/ml para 

Inhibir el 90% de las cepas. 

Otro aminog1uc6sido, la gentamlcina, di6 resulta 

dos aceptables, ya que su rango de sensibiJ idad (de O a 90%) 

varió de 0.33 a 64 µg/ml. 

En el caso de rlfampicina, tetracicl lna, acido 

nalidfxico, cefalosporina y estreptomicina, aun cuando sus 

resultados no fueron del todo aceptables, Ja CMl50 y CM1 75 
resultaron ser inferiores a Jos requeridos para cloramfe· 

nicol, nltrofurazona y amplcilina, ya que para lo9rar la 

CMlso con estos Oltimos se requirieron mas de 256 J'lg/ml. 

Esta misma Tabla # 1 nos permite notar que las 

Concentraciones Mfnlmas Inhibitorias de antimlcroblano re-

queridas para las cepas aisladas de pacientes hospital iza­

dos casi siempre fueron superiores a las requeridas para 

cepas aisladas de medio ambiente extrahospltalario, con 

excepción de cefatosporlna y rlfamplclna. 



TABLA # 1 

SENSIBILIDAD DE Pseudomonas aeruglnosa A DIVERSOS ANTIMICROBIANOS 

ORIGEN RANGO DE rf.11 ma/ml 
DE LA AGENTE 

SEN!~~ IL 101\D CMt
50 

CM1
75 CM1 90 . 

CEPA * ANT 1M1CROB1 ANO !'!11 
.1 

AMPICILINA 256 - > 256 > 256 ~ ~sg > 256 
2 23_6 - > Z56 >2i;6 > 256 . 
1 

N 1 TROFURAZONA 128 - > 256 > 256 > 25b > 25b 
2 2E\~ - > 25_6 > 2.5-~ > 256 > 256 
1 

CLORAMFEH 1 COL 21.33- >256 > 256 > 256 > 25b 
2 16 - 256 256 256 256 
1 CARBENICILINA ij - >256 256 > 256 > 256 
2 a - 128 64 128 128 
1 SUL FAMETOXASOL/ 16 - >256 256 > 25ó > 25b 
2 TRIMETnOPIN 16 - 128 128 128 128 
1 ESTREPTOM 1C1 NA 2.66 - >256 256 256 > 25b 

' 1.0 - 8 8 8 8 

l CEFALOSPORINA 0.33 - 256 12-u 128 2!>b 
O-~~ - >23.~ 64 128 

1 
> Z5.6 1 

1 
AC. NALI D 1X1 CO 8 - 256 21. 33 128 256 

2 8 - 128 21. ~~ 12_8 128 
1 TETRACICLINA 8 - 128 64 1 2 !j 
2 8 - 64 ¡;4 64 64 . 
1 RIFAMPICINA 20 - 64 21. 33 6'• bi.+ 
2 2.66 - 128 64 64 128 
1 

GENTAMICINA 0.33 - 64 21 .33 6q b4 
2 0.33 - 16 2.0 2.0 16 
1 POL IMI XINA 0.33 - -64 2.66 16 64 
2 1.0 - 8.0 8 8 8 
t TOBRAM 1C1 NA 0.25 - 64 16 21. 33 b"+ 
2 o .125 - 2.66 O.H '1.0 2.66 
1 

AMI KAC INA 
2.0 - 21 ,33 8 B 21. 33 

2 ·2.0 - 16.0 R 8 16.0 

* 1 Pacientes hospltallzados 
2 Medio ambfento extrahospltalarlo ·-a-

w -



(64) 

SI tomamos en cuenta los niveles que alcanzan en 

sangre los diferentes antimlcrobianos (p~gina 35) podemos 

construfr 1a siguiente tabla para determinar el porcentaje 

de cepas sensibles: 

TABLA # 2 

% acumulativa de cepas se ns i bles 

Antimicrobianos 
Pacientes Medio ambiente 

hospital izados extrahospitalarlo 

Acido nal idfxico 34 % 15 % 

Ami kaci na 93 % 100 % 

Ampicil i na o % o % 

Carbenicil ina 28 % 65 % 

Cefa1 os por i na 82 % 80 % 

Cloramfenfcol 7 % 10 % 

Es treptomi e i na 18 % 99 % 

Gentami e i na .30 % 94 % 

Nitrofurazona o % o % 

Po 1 i m i xi na B 73 % 98 % 

Rifampicina 'º % 5 % 

Tetraclc1 ina 25 % 50 % 

Tobrami e i na 53 % 100 % 

Trimetoprim/sulfame-
toxazol· 59 % 94 % 

-
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IV.- DISCUSION DE R;;:SULTADOS. 

En lo que se refiere a las ca~acterfsticas de mor­

fologfa colonial, la variación fenotfpica se puso en evidDn­

cia al ordenar los resultados en seis grupos, encontr~ndose 

diferen:las entre las cepas de los distinto5 orrgenes. Se p~ 

do notar mayor diversidad en las cepas aisladas de pacientes 

hospital izados, ya que de ~stas 5;; :.i':>tuvieron 20 variedades, 

olJservandose la m.1xima frecúencia en el grupo IV (redondas y 

convexas). Asimismo, se .notó la ausencia de las cepas aisla­

das de madio ambiente extrahospitalario en los grupos 111, V 

y VI (alargadas-u:n:iillcadas, redondas-planas y redondas-un':>l 

licadas respectivamente). las cuales presentaron ITlayor fre­

.cuencia en el grupo f (alargadas-convexas); es dacir, nomo~ 

t.raron cqlonias umbil !cadas, ni tampoco brillo mat~l lco, ca­

racterfstlcas que han sido asociadas a la presencia de bact! 

rt1fagos. 

En la observación de la superficie, se encontró ms_ 

yor incidencia de colonias 1 Isas en las cepas aisladas de P2. 

cientes hospital izados que en las da medio ambiente extraho~ 

pitalario, entre las que predomino la variedad rugosa. 

En el caso de bacterias patógenas u oportunistas,_ 

como lo es Pseudo~onas aeruginosa, algunas de estas caracte* 

~fsticas de la superficie colonial, sobre todo la de ser l i­

sa, pueden asociarse con la presencia de ciertos co:npo­

nentes !!n la superficie de la ct!lula, los cuales confieren a 
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la bacteria mayor resistencia frente a los mecanismos de de­

fensa del huasped y asr contributr en su patogenicldad. 

Tanto en las cepas aisladas de medio ambiente ex­

trahospi talario como de pacientes quemados, no se encontra­

ron cepas mucoides; esto tal vez ocurrió como resultado de 

ta com;>osición del medio utilizado -agar BHI dial izado mas 

leche- que no es el idóneo para el aislamiento de e3te ti -

po de colonias, muy susceptibles de sufrir variación espon­

t~nea 3 formas no mucoides. 

Los diámetros coloniales obtenidos de las cep3s de 

ambos orfgenes fueron en general uniformes, con un predomi -

nio correspondiente al intervalo de 1 a 2 nm. En el grupo 

con di~metro de 3 a 4 mm, es decir de tas mas grandes, pre­

dominaron las cepas aisladas de medio ambie~te extrahospits_ 

lario; en cambio, en el diametro de <0.5 mm se encentro un 

porcentaje muy bajo y s61o en las cepas aisladas de pacien­

tes hospital izados, to que refuerza la suposici6~ de que 

las cepas formadoras de ·colo~ias de di~metros m~s pequeños, 

las llamadas "colonias enanas", son altamente colonizado­

ras, ya que Onicamente se les· encontró en las cepas aisla­

das de pacientes hospitalizados. 

Esta variación fenotfpica observada en cuanto a 

la morfologfa colonial, puede estar condlclo~ada ~como se 

ha manifestado en la 1 iteratura~ por la presencia de di­

versos agentes, como lo son los bacteriófagos y antimicro­

blanos. Aun~ue las cepas de ambos orfgenes se encuantran 

· en presenc Ja de es tos agentes, se puede · 1 nfer J r que es en 
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el medio hospitalario donde tienen una mayor participación, 

sobre todo los antimicrobianos, debido a que en los pacie!!. 

tes con quemaduras se emplean profusamente, no sólo como~ 

dida terapéutica sino además corno profiláctica. 

La producción l.n. filr.2. de ex•Jenzimas relacionadas 

con la patogenicidad de las 194 cepas estudiadas (124 ais12_ 

das de pacientes y 70 de medio ambiente extrahospitalario) 

en general fue muy elevada. En lo que se refiere a las enzi 

mas proteolfticas (caseinasa, lecitinasa, gelatlnasa y ela~ 

·tasa), que se han considerado en fntima relación con lapa­

togenicidad por conferir facilidades para la invasión por 

la bacteria, el porcentaje de producción fue m~s elevado en 

las cepas aisladas de medio ambiente extrahospitalarlo (con 

excepción de la lecltinasa, donde la producciOn fue mfnima). 

Este fendmeno se observd también en la producción de DNAasa 

y de una manera muy significativa en la hemolisina tipo B, 

lo cual puede ser de cierta manera contradictorio a lo es­

perado, ya que es de pensarse que las cepas aisladas de p~ 

cientes hospitalizados tuvieran mayor poder patógeno y que 

éste se relacionara directamente con la producciOn de exo­

enz imas. 

En Ja detección de las diferentes fracciones de 
' 

proteasas, al parecer las cepas aisladas de medio ambiente 

extrahospitalario se encuentran enzimaticamente mejor "ar­

madas" que las cepas aisladas de pacientes hospital izados, 

ya que a 1 as primeras se les encontrd una al ta frecuencia 

de produccfOn simultanea de las fracciones 1, 11 y 111. 
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En cambio, en las segundas, fue alto el porcentaje de cepas 

en que no se detectó actividad proteolrtica. Pero en lo 

que se refiere a la producción de la fracción 11, que es la 

que posee actividad elastolftica, fue mayor el porcentaje 

en las cepas aisladas de pacientes hospitalizados. 

Lo anteriormente expuesto nos conduce a p~nsar que 

las cepas aisladas dé pacientes hospital izados son cepas 

que han sido multitratadas, lo que tal vez pueda provocar 

una baja en la producción de exoenzimas o bien que algu-

nos de los factores genéticos que determinan la producción 

de estas se pierdan o atenaen facilmente, aunque existan 

algunos que sf persisten, como podrfa ser el caso de la 

fracción 11 de la proteasa, en la que se ha demostrado am­

pliamente su relación con la patogenicidad, por poseer pro­

piedad elastol ftica y que, al parecer, su actividad no se 

atenoa facilmente. 

Con respecto a los pigmentos, no se encontró di­

ferencia notable en la producción de fluorescetna entre 

las cepas de ambos orfgenes; pero, por el contrario, sf se 

presentó diferencia en la producción de pioclanina y en la 

de ambos pigmentos al mismo tiempo, ya que las cepas de fY12. 

dio ambiente extrahospitalarlo presentaron mayor porcenta­

je de producc!On. En el caso de la piocianlna, a la que 

se le han atl"ibufdo ciertas propiedades antlmlcrobfanas, 

es de pensars3 qu~ las cepas.de medio ambiente extrahospi­

ta1ario est~n m.1yor capacitadas para su producción, ya que 

en este medio la competencia con otras bacterias es mayor. 
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Pseudomonas aerugi no~ es una bacteria que se ha 

caracterizado desd~ hace varios años por ser multirresis­

tente, capacidad propiciada por el uso indiscriminado de 

agentes antimicrobianos, lo que se puso de manifiesto en el 

presente trabajo al determinar las Concentraciones Mfnimas 

Inhibitorias de los diferentes antimicrobianos de uso co­

man. Prueba de eflo lo constituyen los ~-lact~micos, como 

son la ampicilina, carbenicil ina y cefalosporina, que re­

quirieron concentraciones de 128 a mayores de 256 ~g/ml. 

Debido al amplio uso que se da a estos productos, se ha 

reportado desde hace varios años su escasa eficiencia. En 

e1 caso de tobramlcina, gentamicina y rifampicina, aun 

cuando los resultados no fueron del todo satisfactorios, 

se encontraron entre las que presentaron valores de CMI 

mas bajos. En la amikacina se uti1 izaron concentraciones 

de 8 pg/ml para la CHt 75 ; este dato se pudo esperar si se 

toma en cuenta que, a pesar de que es un producto con al -

gunos a~os de empleo, su uso no es muy frecuente a conse­

cuencia del costo del tratamiento. 

Es de mencionar Igualmente que en el caso de la 

gentamicina cabrra esperar que la CMl50 encontrada fuera 

mayor, si tomamos en conslderaciOn que junto con los 

e-1actdmicos se utiliza de manera rutinaria en pacientes 

quemados. A pesar de que la CMl50 encontrada fue peque~a, 

es necesario tomar en cuenta que los niveles que alcanza 

este antlmicrobiano en sangre son muy peque~os, hecho que 

nos pone ~ manifiesto la influencia del medio hospftalarlo 
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en la susceptibll idad frente a los antimicrobianos. Si an2_ 

1 izamos la Tabla # 2, de la página 64, nos podemos dar 

cuenta más claramente de este fenómeno, ya que frente a 

casi todos los agentes antimicrobianos (con excepción del 

ácido nal idfxico de manera más significativa) las cepas 

aisladas de medio ambiente extrahospitaJario fueron más 

susceptibles, al encontrarse los porcentajes de sensibili­

dad más altos en estos casos. 

Nos podemos dar cuenta también de lo alarmante 

que es esta situación al observar el caso de la estrepto· 

micina y gentamicina, en donde más del 90% de las cepas 

aisladas del medio ambiente extrahospitalario fueron sen­

sibles y, en cambio, e!"'I cepas aisladas de pacléntes hos­

pital izados, sólo el 18% y 30% fueron 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 Gltimos affos la genta­

micina se usa de manera rutinaria en los pacientes quema­

dos. 

En el caso de la amplcll ina y nitrofurazona, no 

se encontraron cepas sens i b1 es en ninguno de 1 os dos orr­

genes, lo que implica la Ineficiencia de estos antimicro­

bianos en la terapéutica de las enfermedades causadas por 

este microorganismo. 

La resistencia que presentan las cepas aisladas 

de medio ambjente extrahospltalario frente a los diversos 

antimicrobianos (por ejemplo amplclllna) pudo ser adqulrl-
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da por procesos de transferencia de material genético (por 

ejemplo conjugación y transducción) al encontrarse en con­

tacto con 1 a .naturaleza y con otros microorganismos que PQ. 

seen esta infonnación de resistencia, o bien que sean pr~ 

ductores de antimicrobianos; esto, sin descartar la facti-

bil idad de que se trata de. cepas que hayan estado involu-

eradas anteriormente como causantes de enfermedades en el 

'111mano y por lo tanto en contacto con estos agentes. 

Un dato que llama la atención es que en el caso 

de Ja tobramicina, gentamicina, cefalosporina, estreptomi­

cina, trimetoprin/sul fametoxazol y carbenicil ina, la CMt 50 
fue mayor para las cepas aisladas de pacientes hospitali­

zados, en comparación con las cepas aisladas de medio am­

biente extrahospi tal ario, comportamiento ·que coi ncl dió con 

lo esperado, ya que muestra la mayor resistencia de estas 

cepas frente a los antimicrobianos. 
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V.- CONCLUSIONES. 

~ La mayor variaclOn fenotfpica desde el punto de vista mor­

folOglco se encontrO en cepas aisladas de pacientes hospitall 

zados. De los grupos formados se encontrO un maximo de fre- -

cuencia en los gr·upos 1 (alargadas y convexas) y IV (redondas 

y planas) y un mrnimo en el grupo V (redondas y planas). No -

se encontraron cepas formadoras de colonias mucoides. 

~ En cuanto al di~metro, las cepas de ambos orrgenes presen­

taron con mayor frecuencia los comprendidos en el intervalo -

de 1 a 2 ll1tl y sdlo las cepas aisladas de pacientes hospital I­

zados presentaron diametros menores de 0.5 mm. 

- De las 10 exoenzlmas estudiadas, sólo para la coagulasa la 

produccfOn fue nula, en tanto que 1 a hemol is 1 na fue producida 

por el 100% de las cepas de ambos orrgenes. Se observo signi­

ficativamente mayor frecuencia de produccidn de la gelatina-­

sa, elastasa, hemol fsina tipo f y las fracciones 1, 11 ·y 111 

de proteasas,c~ •~~cepas aisladas de medio ambiente extraho~ 

pltalario, ·mientras que en la produccidn de la fracción 11 -­

predominaron las cepas aisladas de pacientes hospital Izados. 

~ La diferencia encontrada en la produccidn de pigmentos co~ 

sistfd en que tanto en la produccidn de piocfanlna sola, como 

de ploclanlna y fluorescelna por una misma cepa, fue mayor pa 

ra las cepas aisladas de medio ambiente extrahospitalario. 
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De los 14 antimicrobianos probados, en los que se encontró 

mayor susceptibilidad de las cepas in vitro fueron: amikaclna, 

poi imixina B y tobramicina. En general, se observo 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 antimlcrobianos y segOn los re­

sultados obtenidos se pudo comprobar que el medio en donde se 

encuentre una bacteria influye en sus caracterfsticas fenotr­

picas. Se observo en general una baja en la producción de exo· 

enzimas y una mayor resistencia a los antimicrobianos en las 

cepas aisladas de pacientes hospital izados. 

-- En lo que se refiere a la producción de exoenzimas, serta 

recomendable probar un namero más elevado de cepas provenien­

tes de fue.ntes de aislamiento mas diversas (por ejemplo: sue­

lo}, ya que en el presente trabajo las cepas aisladas de me­

dio ambiente extrahospitalario provinieron casi exclusivamen­

te de agua de fuentes ornamentales, por lo que no se puede 

descartar la posibilidad de que sean cepas que hayan tenido 

algOn contacto con el humano y asf comprobar de una manera 

mas exhaustiva la influencia del medio ambiente. 

~ Para los antlmicrobianos se comprobó la elevada resisten­

cia que presentan las cepas de ~domona aeruginosa, lo que 
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sugiere la necesidad de la realización periódica de estu­

dios epldemloló3icos de sensibilidad de estas bacterias a 

Jos antimicrobianos, con el fin de poder determinar la t~ 

rapéutica de elección. AOn m~s recomendable serfa la bas­

queda de otras alternativas terapéuticas contra las enfer. 

medades causad3s por este microorganismo, como podrfa ser 

el uso de una vacuna adecuada. 
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