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INTPTRODUCCION

la alta incidencia de Infecciones por microorganismos
“oportunistas® en los medios hospitalarios, causantes de In-
fecciones severas y no localizedas hace necesario 51 estudio
de su etiologfa, ocon el objeto de hallar su prevencién y con
trol,

Tal problemftioca la constituye el hecho de que los a-
gentes etiolégicos, saprffitos o comensales se establecen a-
. proneuuou de las cond:loioma de oomonao o que se -
ouentra el pacionto, que 10 hnoon uiks moopt:l.blc 'Y Iu Fro-
fecciones, como soms tut_-iontol indiscriminades con diver-
sos antimiorobisnos, Inmmosupresores, hormonas esteroides,-
oirujfas, quemsduras, edsd, iatrogenis en general; pars cau-

sar severos efectos patolégicos.

Entre 1os agentes stiolégicos que més frecusntemente

se enowentran MIquoi on éate tipo de Infecoiones estén:

»;WM'WM“IMO:‘--_

Positivos y de los Gram Negativos, Bssudomonas I.ML! Yy
Iroteus apn, EHasta la fecha numerosos investigadores en ol -

wundo han reportado Bacilos Gram Negativos No Permentadores
de Olucosa, como agentes etiolégicos de In_tooo:lonn tanto en
pecientes hospitalisados como sabulatorios (1, 2, 5, 7, 9, -
18, 22, 23 y 28) y tratan de esclarecer ¢l prodlema a pesar
de que 1o se cuenta con una clasificacién Saxonbmios, ni tag
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poco con un protocole para su tipificacién, adecuados.

Por otro lado, se ha encontrado diferente evolucién
on la incidencia de¢ Infecciones por Bacilos Cram Negati--
vos no Permentadores ds Glucosa en Podblaciones Hespitala--
rias deo diversos pafses y su estinacibn op:ldniongipa, no
~ ha sido considerads con atemoidn (8, 13, 18, 24 y 21,

Sotualaente em 1s Ciudad de México no se cuents con
datos epidemielégicos al respecto, esto, sunsdo s 1la fre-- |
cumoia de sparicila o 1a préictics médiocs es 1o que ha mo_
tivedo el presente sstulis. o



CAPITULO 11
GENERALIDADES

1, BAOIIOS GRAM NEGATIVOS NO FERMINTADORES DE GLUOOSA

‘Bate grupe comprends sproximadasente el 158 de tedos -
les aislamientos que se runnl on ol hboutorio de Bacte-—-
uologu Nédioa de este lo-p:ltd. Iaolwo géneros Aiversos
L umu ttm importancia, oemo ruu:mco de su papel en
hl htooo:lmo uquam - el mutd ¥ su frecuente re--
~ sistencia & 10s agentes nmbt-u. (16).

Sem nrouol. ne formadores de upom, que Son capa~-
ces de ltmm oarbehidratos por la via metabllica "oxidati-
va® e ves do 1a fermmbativa, Buchos miembres de este =-
£upo orean problemas de identificacila en el laboratorio, --
porque son d&e orecimiente lento 6 tiemen requerinientos meta~
¥lices tales que necesitem ¢l wso d¢ medies de cultive espe~
oiales, Precusntemente sucede que no pusden ser deteote--
des oon eistemas Viequimices rutinarios usados con otres gru-
pos do bacterias, porque algunos de estos producen metabeli--
tos débiluente koidos (15).  Su relativa baja preporcién -
-de recupersciln, la falta de personal capacitado, as{ como el
casi interminable cambio de nomemclaturs y reclasifiocscifén de
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estas bacterias ha hecho diffcil la identificacién, pero los
avances obtenidos durante las dos décadas pasadas han aclarg
do la caracterisacién y significancia médica, lo cual ha per
mitido establecer esquemas de identificacién précticos al al

esnce de muchos ladoratorios.
Identificacién.,.~

Después del orecimiento de colonias em um medio de -
aislamiento primerio, que yﬁo'do ser agar Nac Conkey, MNP 6 -
golona sangre, se puede sospechar de presencia de Becilos no
fermentadores d¢ glucesa, per las caracterfsticas bioquimi--
oss (16)1 ' |

1). Reaccién alcalima intensa y completa en agar hig

~ rro de Kligler 6 agar d¢ hierro y triple azdoar.

2). Remooifn positiva a la prueda de citooromo oxidg
sa (sumque mo todos la presentan), que excluye a
los microorganismos de¢ la fanilia Enterobacterig

3). I_nétm:ldd de la bacteria pars crecer en agar -
Nac Oenkey; pero, por su morfologis colonial, en
agar sangre donde sf crece habitualmente, ya que |

" ambos medios se siembran para ofoofw la pruedba.

Cuando uns o més de estas caracterf{sticas se observan
 se puede considersr que estamos ante un Bacilo Gram Negativo
No Permentador de Glucosa y se procederd a identifioar el gf
nero y la especie, segin caracteres bioquimicos,
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2,. GENERO PSEUDOMONAS

Como anteriormente se mencioné, éste género comprende
66% de las bacterias que constituyen el grupo no fermentado-
res de glucosa, (I6). Este género incluye microorganis-—
mos de importancia en enfermedades de plantas y animales.
Algunas: especies se han transformado extensamente en espe—
oies: clinicas, debido a su resistecia a muchos antimicrobig
nos, incluymdo agentes: deletorios. htre ellas estén la
Epsdomonas seruginosy que normalmente es un patégeno ocesio
nal; pero en la préctica médica, la causa de cmumblon -
. ‘problemas infecoiosos, (3).

v KL prodlema de la carmoterisaciln estaba latente, de-
bido al gran nfmero de micrvorganismos que pertenscen al gé-
nero y es hasta 1966 que atluws Palleroni y Doudoroff dan

una definicién general de las "Pgeudomongs aerédicas”, -
La bacteria posee las siguientes propiededes femotdpicas: es
. vn bastém recto o curvade, pero no helicoidal. Mide do -
e 0¢5 & I.0 um por I.5 & 4.0 mme  Mévil pozfndgo de uno o -
. mfs flegelos polares; wa miembao del grupo 8 permsnentenen~
. %o inmévil, otros, profucen flagelo lsteral en adicién al pg
; lar;, es Gram negativo, no forma endosporas o envoltura yla

R AR TR R

TR

. energla producida durante el metabolismo es respiratoris, —-
. mmoca fermantativa o fovosintétioa. K oxfgeno molecular
o8 usedo como omidante Serminal, pero algunos miembros del -
grupe pueden vivir anaerébicanmte, en medio oonteniendo ni-

trato. !odqo los miembros del grupo son qnu:l.oormofn-

S
i
E-d‘x
g

b
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fos, pero algunos son quimiotétrofos facultativos capaces de
usar el gas hidrdgeno como una fuente de energia. El con-
tenido de guanina més citocina del DNA de éstas: bacterias es
considerado del rango de 58-69 moles %, estos 1fmites han si-
do estabilecidos por el anflisis de un gran ndmero de cepas r¢
presentativas, (3). '

Glasifioacibdn,~- |

Hasta shors no se hen podido elaborar una estructurs. -
taxonfaics sdecusds en Pasudonnas, ye que la trensferencia -
gmética no'the es¥ablecer una relecién directa wtre ge-
nitica y filogenia.  Oon afén de Duscer dicha relscils y -
sin eontar aon medios précticos para hacer estudios gmnéticos
do muchas especies del glnexo, se buscaron téonicas que los -
substituyeran, resultando la hibzidisaeién de naterisl genéty
co ip yitro, la més adecuada (3).

En las investigaciones efectuadas con M&v,l la
bibridizacién in vitro con ambos sistemas, DNA-DNA y DNA-RNA,
han dado informaciém interesante, 1o cufl ha servido para ---
construir un Sistema Taxcnémico Natural,  La homologfa -
DNA-DNA, exolusivamente da informaocién sobre las diferencias
fenotfpicas de las cepas cuya composicién del DNA estd direc-
tanente relacionada y deja do‘ tenex valor, al comparar miem-—-
bros. de &fcrontoi subgrupos. Los experimentos con lnr -
revelan las didtintas relaciones entre organismos; permiten -

comparacién entre Pgeudononss de diferentes complejos homélo-



€08 DNA; con 1os resultados de ste dltimo, ha sido posible
el agrupamiento de las especies del género Pseudomonas en al
menos 5 grupos bastante definidos, que han sido denominadoa |
"Grupos de homologfa BNA".(ocuadro I). En 61 se: puede a~-
preciar el nfmero del grupo de homologfa RNA, el nombre de -
los constituyentes, las sinonfmias y alghn oomentario de e—
1los. Al respecto del grupo, es necesario mencionar gue,
tanbifn pueden ser llamados por la especie, que: toma la posi.
cifn centrsl demntro de §1. Beta consideracién se toma en
cuenta pars hacer las descripoiones sobre la subdivisién in-
Serna que presentes, (3).

Srupo Paeudomopas fluorespens da homalogfa BMA (Grupe I)
Gran grupo ouyas propiedades (ﬁct!ptou son heterogf
neas, constitufdo tanto de especies fluorescentes ooio no =-
fluorescentes. Entre las fluorescentes estd ewee-—ecewe
Pgeudomongs gaeyuginops, Pesudomonas fivorescens (oon varios
biétipos), Ppeujomongs putids (con dos bibtipos) y muches de
plantas. Las no fluorescentes pueden a su ves ser subdi-
vididas en o1 Subgrupo -tumu(xm gtutgeri) y ==
m_mg mendocina ¥ o1 Subgrupo aloaligenes --—--------
(Paiudomonss alcaligenes y Pseudomonas peeudosloslizenes).
%odas elles tienen la inocpneidad: para sousular poli-beta-hy
droxi-butirato como material de reserva 4 owponor

m aspuginons, especie en la que nfs se dets~
llaré por ser de interés clinico, sdwmbs de sor una do las mg




Cuadro

-GNUPC SEGUN

HOMOLOG!A DE
"N A

I Lista de algunas de las especies
zadas del genero Pseudomonas
ESPECIES SINONIMOS

P aeryginosa P.pyocyanea

P. tluorescens

P putida

Patogenos Fluores-
centes de  Pigntas
P. sutzeri

P mendocina

P alcaligenes

P paeudo aicaiigenes
P cepacia

P. marginata

°

- caryophylil
. pseudomatlej

maliei

solanacoarum

prekediei

P.palcolor

P.marginalis
P.chloforaphis
P.aurcofaciens
'P. lemonniere

P.geniculata

P.ovalls

P. cofNlyexa

r. stanieri

P. mujtivorans -

P. alliicola

P. gtadioli (?7)

El nombre
mallei. ha sido

o varios

generos;

Acinetobacter,

caracter

COMENTARIO

Subdividida en 7
Biotipos . Algunos de
los bi-otipos. sin em—
bargo. merecen wuna
posicion relativa in~—
dependiente de |a

especie

Subdi vidida en 2
{A), uno de
‘e

putida®, *tipica®.

Biolipos;

109 cuales es

Especies no Fluo-

rescontes

especifico.
atribuido
Baci-

Lue~

ttierelia, Matleomyces. etc.




% species que

Nucleicos.

Cuadro | Lista de algunas de las
rizadas del genero Pseudomonas.
GRUPQ SEGUN
HOMOLOGIA DE ESPECIES SINONIMOS
RNA
P acidovorans P.indoloxydans
P . desmolytica
F testosteron
a P tacihrse Hidrogenomonas
tacriis
P delalieidi
P. ncchavqphiln
4 P.diminula
P. vesicularis
5 P, maltophilia
P.l;mognol
: % P.tuhiandii Hidrogenomon as
3 P.tlava ruh fandii
i p. patleronni

no han sido anatizadas por

especies

hibridizacion de

caracte~

(Continuacion)

COMENTARIO

' Bacleria de

Hidrogeno

Bacteria de

Hidrogeno

Acidos
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Jor definidas. Su nombre se refiere al color que presenta
el oultivo que es semejante al sarro del cobre o verdigris.
Otra caracterfistica de la especie es la produccién de pigmén-
tos fluorescefna y piocianina, aunque algunas pueden perder -
uno o ambos de: éatos pigméntos, (3). .

Las cepas de Pseudomonss aeruginoss se reconocen por:
la tendencis al efecto visual como de olas localiszado en 1ls-
orills de las colonias, los pigaéntos, el olor caracteristico
(desorite como de fruta), el brillo methlico sobre la superfi
ole de las ocolonias, tolas éstas caracteristicas son frecuen-
~ tes em la mayorfe de 169 cultivos y son de gran utilidad en -
su diagnéstioo. %odss las oepas orecen rpidamente s 37°C
algunas ‘de fstas orecen s 4°0, mtre ellas o_n“ e e e o macms
Pasudomonas seruginogs y cuya uuotorﬁticu permite diferen-
ciarls de las otras fluorescentes, otras crecen a 42-44°0, —
siendo $ata dltima, la temperatura nfxima de crecimiento.

Bs un organismo afdrobvio estricto, udgoo nitratos a ni
trégeno gaseoso, las reacciones oxidass, catalasa, arginins -
~ dehidrolass e hidrélisis de gelatina son yos:ltiv‘u; auque al-
‘lidh. reacoién yema de huevo y poli-beta-hidroxi-tutarato, -
aon negativas, muchas tienen accifn lipolftica d6bil (3).

" Poseen una verstilidad nutrioional grande (pueden me-
tabolizar cerca de 80 § mds compuestos orgénicoms). Todas
las cepas crecen in amonio, valina, lieina o urea como fuente
d¢ nitrégenc y tambiln pueden usar nitrato y creatinina (pero
no creatina).  Toleran concentraciones de sal del 3% hasta
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la mAxima concentracién del 6%, (3).

Pseudomonas aeruginosa es aislada de muestras clinices
de pacientes hospitalizados y la capacidad patogénica poten--
cial del microorganismo ha provocado preocupacién en la préc-
tica abdica debido a la resistencia a los antimicrobiancs co-
ménes. Se ha encontrado tﬁbﬂn que algunas especies son
fitopatogénicas y representan un caso raro de m‘uoroorgm_l_
mo patoginico para plantas y animales, El nOpdre: —eee—ew—-
Pgeudononss polyoolor se ha aplicado a cepas de origen vege--
tal. Aungue alora es aceptads la sinonimia 008 ——--cee--

Pasudononss fiuorescens, ¢s la especis probatlemente -
afs compleja del glnero, la subddivisiln en bidsipos esté basgy
da en dos prushas que son: la denitrificacifn y la sfintesis - .
de Levanas & partir d¢ sacarosa; tienem en oomdn 0Om =-—-ems
M Xitids que son especies fluorescentes sapréfitas
y entre af se &iferencian por la lieuofucua de golatina sef
couo en otras propledsdes fenotipicas.

Rasudoncnas siutaeri es de las especies no fluorescen~
tes encontradas em suelo, internamente muy potordghu, reoo-
necida por las colonias carscteristicmmente arrugsdss en la -
placa. '

w llﬂ-ﬁll o8 uniforme internanente, ocCar=
sionalmente produce ammnmu-. ol igual que la ntutor
~esporddiosmente se siela de material clfnico.

EE ot
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Srupe pseudompllei-cepacis de howelogis RNA (Grupo II)

Grupo interesante ya que en 61 se hallan reunidas to-
das las Pasudomonas aordbicas que son patégenas de animales
¥ plantas, con exoepciba de uma, Jypeudopongs piokettii.
Sunque tienen pocas caracter{stices en conin entre oilu, la
ufs relevante es la acumnlacién de poli-beta-hidroxi-butirato
ocomo material de reserva de oubno Las dos especies nis
virulentas pars ntnghq o ol glnero sons
Tasadonsmas Beevdemallel 7 Rasudosonss mallud-

Iasulonssas esnachs (Pamdoscnas multiversas), wus e
1as especies mis impertantes del grupe. Algunas de las oy
a8 e estas especies som 1as mhs versdtiles mutricionaluente
de) gluero Pagudoncass.  Aunque mo es claro porque estén -
tan bien dotadas coa 1s "ol'pno:l/.da.d de usar una gran varieded -
de em«tu crnhsool pars su orecimiento, no se aislan fre
nntnonto de utori.du aaturales, este es un interesante ~
prodlema que mooo nbs ooutdomida. . Las especies no --
‘soB Wy ho-uhum internanente en prppiodudu fenotipicas.

m BALEiRAtE o8 wia de las fitopatSgenas que
‘inoluye otras espscies, otrs Ppeudomonss alliicols que se in-
cluye porque se ha demostrado entre ellas uns estrecha rels--
' oifn. Betos dos nombres pusden caer en desuso en el futuro -—-
sunque el nombre de m £ladiold puede tener priori-—-
4ad 7 la tcr«u olpccio do bnotor:lu de plantas en este gru-
pe Pasudcacnas SATzeRhyiil. |

 Essudomcnuas Rasulomallel ¥ Pasudomonss mallsl, agentes
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en las enfermedades en animales melioidosis y "glanders" res-
pectivamente y pueden ser transmitidas al hombre. Son es-
pecies nutricionalmente vers&tiles y probablemente jdeguen un
pspel importante en la mineralizacién de materia orgénica.

Las dltimas especies del grupo
Pgeudomonss golpnacearus y Pseudomonas piokettii estén rela—
oionsdas por la homologia DNA, La primers es fitopatogéni
ca de: regiones tropicales. Lla recientenente desorvita —w-
Paeudononas picket¥il, ¢ una especie muy wniforme: internamen
te, ¢ oifgen 0linico, pero su papel como patégenc doble no -
se bha estudisde, represeata un eslabla eatre '
Pawdonchas SoMSRACIATS 7 OVros mimmbres del grapo.

Grupo numm de houl.ocia RNA (cmo III)

cmttwuo por 5 especiess Ppeudonongs goidovorsns, —
‘taendomonss Wo- Rasudowonas fapilie,
Pasudoucnes delafieldii v Paswdonouas saccbarohils.

Rasydononas scidovorans ¥y Pasndomopas Sestogtercni som
semejantes unas & otres fenetfpicamente y sen de entre las ¢p
peoies del glnere, las mfs definidas y mfs fhcilmente recono-
oidas , s¢ pueden diferenciar, por prucbas uoquiniou.
KL resto tiens algunas semsjsnsas fenotipices (3).

Srupe Aimimits de bewologls BNA (Gruge IV)
Grupo pequefio que contiene dos npoeiu

mm:mmm tertotogts og
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racteristica dnica, por lo corto de las longitudes del flage
lo polar simple y también fisiolégicamente debido a 1los re-
querimientos de factores de crecimiento orgénicos y su inca-

pacidad para reducir nitratos a nitrégeno gaseoso, (3).

Gruge . saltopbilis-xantononas 4 homoles{s BNA (Grupo V)

Pyeudomonas maltophilis, son muohas las propiedades fe-
notipicas que poses para su diferencisoiém, como es, la resg
oién oxidasa y la reducoifn de mitratos a nitrégemo gaseoso
s negativa, necesita metionina para orecer en medio mine- -
ral, e» 1la finics que usa lactesa como fuente de carbomo,
208 experimentos de homologia RNA han demestrado que tienen
relacién oon upoeui de xantomones. | Las especies de -~

~xantomonas sen patégencs de plantas éupuo_o de yroducir pig
Bentos especiales parecidos a ourqtdqidu, 1¢ cual parece
tener poco en oouﬁn'oon Pasudomenas salsophilia, (3).

La clasifioncién que se ha pruoﬁ;ﬂo de las especies -
de Pgeudomonas esté adn incompleta en relaciln a slgunas de
1as especies de 108 grupos por lo que se hace necesario que
se mﬁndo néfs sobre ello, ~ Por shors solo ss ha asignado
esta taxonomfs convencicnal que es bastante aceptable.
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3. BACILOS GRAM NEGATIVOS NO FERMENTADORES DE GLUCOSA DIPE-
RENTES DEL GENERO PSEUDOMONAS.

Bn virtud de que el grupo de Bacilos Gram Negativos -~
No Fermentasdores de Glucosa 10 integran dos terceras partes

ol género Pgeudogongs y el resto los géneros jcinetobacter,
Alsaligemes, Achromobester, Arobsg¥erium, Ylawobegterium, -
Noraxells, Kingeile, Bikenells ¥ parecidas a Pgeujomonss(I6).
Pare los propésitos de $ste trabajo se han con:uhtdo todos
los géneros exoepto W y se -hnn designado como Baci
%08 Gram Negativos No Permeutadores d¢ Glucosa diferentes del
sloero Pagufomcoas. .

Bsbos mioroorganismos han venido cobrando isportancia.
olfnica bésicamente porque cala ves es mfis fresuente recupe-
rarlos de uo:lmtu con infecoiones seviras y no 1ou11udu
como ﬂoom de clrneas (I,6), septicemias (38.19). . n—-—
clusive de tracto urinario (30,3I)c  Por 1o que es necesy
710 contar com wn esquema de unuﬁ.ou“n préotico para su
olasificacida, |

Actualmente se cusnta com un buen nfimero de protocl--
les entre ellos estén, los propusstos por King y colaborsdo-
ves (14), los de Gilardi (I0); otros que utilisan resultedos
4e las 40s anteriores (3I); todos intentan proporoionar sen~
oilles, rfpides ¥y reproducibilided en cualquier laboratorio
bactericlégico. hn ommmu',_ no se han unificado ~--
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oriterios como para proporcionar alguno que satisfaga a tan -

diversas condiciones de personal y laboratorio existentes,

4. ANTINICROBIANOS Y SUSCEPTIBILIDAD.

En la actualidad se conocen centenares de antimicrobig
nos y muchos de 0116- son dtiles en el tratamiento de enfermg
dades infecoiosas (6). Eatas sustencies quimicas son pro-

ducides por becterias, aotinomicetos u hongos y tienen por fi
| nalidad reprimir la proliferscién de otros organismos y en mu
chos casos llegan a destruirlos. 2odos ellos difierenm cop
siderablenente en propiededes f{sicas, quinicas y farmacoligy
088, en ol espectro antimiorebiano y en ¢l whcanismo de ao-——
odla.

A nivel investigaciln son aprovechadas las propiedades
antes nencionadas, as{ oomo, 1los procesos quimicos adecuados,
para sintetizsar ¢ identifioar muevos antimicrobianocs. '}
%0 explios el mimero tan considerable ds antimiorobianos que
existen actualmente. |

Con respecto a la manera de olasificarlos, se han de-
signado tres formas: 1. Por su méoanismo de accién: a) Inhi-
bicifn de 1a sintesis de pared celular de la bacteria, ,_b) B~
. feotos en la permesbilidal de la membrana celular bacterimna,
¢) Inhibicién de la sintesis de proteinss de la becteria, --
4) Alteracién del metabolismo de los Acidos Nucléicos, e) Ag
cién antimesabllica. 2. Segln su orfgen: Apartir de hon-
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gos, dbacterias o actinomicetos. 3. Por el espectro de ~--
accifn que exhibens Amplio, a Gram Positivas y Negativas; co-
mo la Tetraciclina que ademds aotﬁa contra Rickettsi y  —
Mycoplasma, Chlapydia y Amebas; Intemédio, a gran variedad,
como as el caso de m'itromieina que @3 eficaz contra Cocos -~
Gram Poaitivos, muchos Baoilos Gram Positivos, Neisserias, al *
zunss cepas de Hgemophilus influenzee, Pasteurella mulgocida,
Exugells, Rickettsiss v Zreponemes; y Reducido, como es ol ca -
#0 de Penicilina G, que sélo actda contra Gram Positivas y -
. Con respecto a la runo:;ln que debe de cumplir un anti-
lturobim. desgracisdanente, ha vmdé decreciendo ¢ inalusi
ve 8¢ ha llegado a perder principalmente porque los microorga
mismos han Gesarrollade, con el peso del tiempo y presencia -
“del mtmbrqnno (por uso contfmuo o indiscriminado), méca-
nisnos Qe ro‘i.tcnoh cono aon ¢l medisdo por transferencia -
de plésmidos (factor R) y enzimas que cambian la estructura -
conformacional del antimiorobdianc, | |
Aanciu al empefic de muchos investigadores se han desa’
rrollado téonicas pars medir la susceptibdilided (sntibiégra--
sas), oomo son el método de huoﬂirby , oon u-éo- IMpiom
dos de mtiliorouﬁn. 1a dilucién serisds en placa y tubo —
por macro y micrométodos; asf como la determinacién de plésmi
~dos (factor R) y las diferantes ensimas que insctivan los uﬁ-
timicrodianocs, lqio ba dado 1a pauts para reslissr estu—
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dios sobre resistencia de algdén género o especies a uno o més
antimicrobiancs,

Se ha encontrado gus la susceptibilidad a antimicrobig
nos ha variado geogréficamente y con el tiempo. El surgi-
niento de cepas resistentes para un agente particular es debi
do frecuentements, adenés del uso extensivo del agente en un
hospital o comnidad, s que éate €ltimo, sirve como nicho eco
légico pu:n varios miesbros del género Pgeudomonas (23) y que |
s{ perdurdn en el medio, serfn tipos resistentes clinicamen-
te los cufles frountur(n clonas virulentas oportunistas (32).

' Ia tan controvertids diferencia en orfgen, mecanismo
Y significancia de¢ resistencia en microorgenismos se aclara -
al considerar que todo dooointm bacteriano comprende pobla-
“olones tipo silvestire cuodopﬁhol a nntimiozobunos ¥y pobla-
otonoj resistentes al antimicrobimmo. Ia frecuencia de mu
tantes en la susencis del antimicrobiano es completamente ba~
Ja débido a la proporcidn de mutacidn favoreciendo el oreci-—-
miento de la poblacién susceptible. En presencia del anti
microbiano, la poblacilén susceptible declina y la péhlacih -
yesistente es selectivamente favoredi@a a causa del tiempo(20)

En la actualidad no se puede establecer un modelo Jel
compertaniento de Ba.o:lioa Gram Negativoa No ?ementadores de
Glucosa a 1los antimicrobiaenos, j)aro ae saba ;mo tiehen,q’ue "
| ver la forma estructural, la dosificacidn, el nivel pldsmati-

O que sme aloansa ye meéanidno de accifén paras adquirir la -



32

resistencia. Al respecto se encueniran dispueatos estos -
datos para los antimicrobianos con 1los que se realizé éste -
trabejo en los cuadros II, ITI y IV,

Sobre actividad y resistencia de Bacilos Gram Negati--
vos No Permentadores de Glucosa se han reportado cepas de —-
Pseudomonas asruginosa susceptidbles a carbenicilina y ticarei
1ina (que es mds efectiva que la anterior) (I4), por otro, -
resistentes a carbenicilina dedido a la presencia de un plés- ‘
mido (26). La oolimicing es muy efectiva contra =-——m-e
Pggudouonas aeruginosa incluyoﬁo on infecciones de brénquios
(2,29).  Hay reportes do’l’!gg' domonas geruginosa ron;litoné
tes & gntanioina por tres ensimas que inactivan el nﬁt;lmicrg
" biano y dos isoensimas que insotivan a tébn@cim (30), to--
branicina es mis sctiva contra mm_ qx.tlo la gentanmicina
(2. Totremicina y kansnioina son mis efectivas que ani~
kscina para cepas susceptidles de Pasudomonss asruginosa ¥y &
mikaoina actda contra la mayoris de cepas resistentes a genty
micina pero no oontra todas (2I), amikmoina, indiscriminada -
no odasiona resistencis (20).

 AgAnatobegter oslcogceticus Yariedad shitratup presenc
ta resistencia a "wt-icm, aunqgue, tobramiocina es efectiva
pero no contra todos (19).

Hasta aqui se ha tratado la resistencia a un sélo antj

siorobianc y en dsdo caso el sntimtorobiano contra el que es

efectivo al organismo resistents, pero nc ha sido considerado
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la multiresiatencia a antimiocrobianos manifestada principal—w
mente para aminoglucésidos ya que no ha sido comén mundialmen
te. El mecanismo que lo explica es una mutacién en la per
meabilidad de la membrana (I3), en la gue el rango de eleva--
oién del aminoglucésido depondo de la magnitud de la diferen-
cia de pofoncial eléctrico a través de la membrana, por 1o -
tanto, una mutacién que reduce la diferencia de potencial e--
léotrico también reduce marcadamente el rango de susceptidili
ded 4del uin&;lucalido ¥ ¢l rango de crecimiento de la bacte-
ria se eleva (20),  Ia resistencia amikacina-tobramicina -
enth basada en éste mecanismo pars RPgeudogonss aeruginces -
sl igual que para gentamioina sols (13), Otro tipo de re-
sistencia omnﬂn reportada para Pgeudomonas geruginosa es de
todramicins~gentamicina y puede ser inhibida por amikacina -
(21). R |
Con el objeto de combatir a los microorganismos tanto

resistentes como multiresistentes ne han asociado antimioro--
bianos px;incipalnente para potencializar su actividad de mang
ra que se encuentran aminoglucésidos combinados con antimicro
bianos que inhiben la biosintesis de la pared bacterians, co-

mo la tobramicina-cerbdenicilina que en algunos casos ha sido

activa contra Pseudomonas seruginoss, especialmente ha dado -
buen resultado en pacientes con neutropsnia (2I). Carbenj

cilina-sisomicing en combinacién son més activas que alguna
de las dos sola (23), la combinacién gentemicins-ticarcilina



es de elccién cuando se sospecha de septicemia por =——c—me—eee
Pseudomonas seruginosa (27), también es efecti;va la combina--
¢i6n gentamicina-carbenicilina contra Pseudomonas aeruginosa
8i se evita la mezcla f{sica, pués de lo contrario inactiva -
oarbenicilina a gentamicina (25).

La causa d¢ la resistencia ha sido atribufda a una se-
rie de mecanismos que ha venido adquiriendo la bacteris, en—
tre los que se cuenta: I) la variacifn intrabecterial ..we--
in yive del factor R (24), 2) El transporte de un plésmido o
plhtdoa que eatén ut:"ochmonto relacionados como en el ca-‘
s0 de Pgeudomopas aeruginoss el IncP2, S-a, piG2, piS y el -
recientenents desoubierto por 8inclair y colaboradores (I198I)
PAO25 que proporoions un nivel mfs alto de resistencia a gen-
tanicina que 1os otros y si persiste en el mioroorganismo se

‘vuelve resistente a tobramicina; 3) La modificacién e inacti
vacién del antimicrobiano por ensimas presentes en el ilpncib
periplésmico de 1la bacteria, por cualquiera de los tres meca-
nismos que sons Acotuac“n de los grupos amino, Adenilg~=--
cién y Yosforilacién de lo; grupos oxhidrilo. |

5 OBJE?2IVOS.,

‘a)s Conocer la proporeién de lﬁuciloi Gram Negativos No
Permentadores de Glucosa, recuperados de muestras olin:ldu de
pacientes en ol O.K. 20 de Noviembre de la Ciudad de México.
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b). Poner en prActica el método de clasificacién de Ba
cilos Gram Negativos No Permentadores de Glucosa, que consta
de 11-20 pruebas metabblicas propuesto por, Basualdo 3., M.C.
y Hill1 J.,J.

¢). Observar la respuesta in vitro, de éstas cepas -—
frente & los antimicrobianos de mayor uso en la terapedtica -
médica, utilizando el nétodo de Ailucién seriada en placa de

- ST e

4). Gonocer la susceptibilidad actual 48 =—emmmmmmmemm
Pagudomonas geruginosg en éste hospital y las diferencias que
existen con otros Bacilos Gram Negativos No Rermentadores de
Glucosa, dfficiles de identificar y a la fechs muy importan—-
tes como contaminantes intrahospitalarios.

e). Dar la paufa a investigaciones sobre resistencia -
y su posible rolacién con factores tales comos Concentracién
del antimiorobiano, Or{gen (pacientes hospitalizados o no hos:
pitaligados), Flora mixta'y Sexo.



CAPITULO III

MATERIAL Y MBETODOS.

I. MATERIAL,

a) MATERIAL BIOLOGIOO.

. Se eglectu'u duruti seis meses (Julio 82 - Enero 83)
los Bacilos Gram Negativos No Permentadores de Glucosa, a.isig
‘dos de muestras clinicas, tales como exudados nasales, farin-
ge0s, bréuquiales, traqueales, uretrales y vaginales; de hérg._
das quirdrgicas y trausbticas; de secreciones Sticas, Souls—
res, abdoun';iu y biliares; de 1{quidos cefaloraquidecs, -
pleurales, de sonda y catéter; sangre, orina y pus. De ==
130 pacientes internos y 28 externos del C.H. 20 de Noviembre
I.3.3.3.7.8. de 1a Ciudad de Méxioco. |
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b) MEDIOS DB CULTIVO PARA AISLAMIENTO E IDENTIPICACION
BIOQUINICA.

Los medioes de¢ cultivo utilizados para desarrollar el -
presente trabajo fuerén los siguientes:
A. Medios s61lidos en placs.
1. Agar Mac Conkey (Bioxén de México, S.A. Lote - .
# 18JB9A2) .
2, Base para Agar Sangre (Bioxén de México, S.A. -
Lote # 21BB0R). |
3. Agar 33 (Merok. Lote # 20213).
4. Agar lloliom-ﬁlnton (Bioxén de México, S.A. -
‘Lote # 25B11031),
B, Medios s81idos inclinados en tubo.
1. Agar hierro de Kligler (Bioxén de México, S.A. =
- Lote # 210B70).
' 2, Base pars agar urea segin Christhensen (Bioxén -
de México, S.A. Lote # 25C21433).
3. Agar Pseudomonas P (Bioxdn de México, S.A. Lote
# 21BB141),
4. Agar Pseudomonas P (Bioxén de Méxioco, S.A. Lote
# 130B0A1). |



5. Agar Penil-Alanina (16).
thracﬁ de levadura seesescscesscsaces 3.0,
NaCl cevcevvervccenccncoscecncrsrseenes 5.0g,
Agar-agap ...................,.........12.0g.
!lil'l2P04 teccesesiescesecrscssasccscnses 1:080

A Penil Alanina DL cescesccecsocscesesres 2,08,

6 B Ponil ALaming L eeeeeevecessesscrcnses 1o0ge

Agua 408111838 sescsesscesisvscnciee 1006 ml,
Nota: eélo 86 pone de un tipo de Penil hanina,

| A.6 B, en la cantidad especificada. .
Tubos de 13 X 100 ma, con 3 ml., ss estirilizan
2 12190, por 15 minuses.  Para dejar solidi
fioar, se inclinan. |

0. Nedios semisélidos.
"1, Medio de movilided de Gilardi (16),

Peptona e 0a3efnd «erereciecsercacee 1040 go
Bxtracto de 1evedurs eecererecscesce 340 8o
MB0L eeuoceersenassrcasencarsencasee 5.0 g
Agar ;.........,...........,.'....uu 3.0 g.
Agus Aestilada cecccsccscccoccecsess 1000 ml,
pH final 7.2

Repartsir 4 ml, por tubo de 13 X. 100 am, ¥ ut;
rilicer en sutoclave a 121%, por 15 minutos.



2.

3.

4

Medio de Gelatina nutritiva (16).

GOLAtINA ecesssscrassccacansosssssnss 12040 go
Caldo nutritivo seveeevcvoscscsseeses 1000 ml,
Poner 3 ml.en tubos de 13 X 100 mm., y esteri--
ligar a 121°d. por 15 minutos.

Caldo para reduccifn de nitratos (16).

KH03 quinicaments puro ecccecieseccescce 1.0 g
Caldo infusidn de corazém ecseseesveal 000 ml,
Los tubos conteniendo 2 ml.(de 13 X 100), son
esterilizades e 121°0, durante 15 minutos.
Medio de Oxidacién-Permentacibn.

Peptona ............,..,.;...,.,..,... 2,00 g.
NaCl sevecsnseoranssasrosssrarassacecs 5000 go
KHPO, «ovcerecsossnnsrsnsnnnrasassess 0,30 g6
Asul de bromotimol ceccevsvcescscnsces 0,03 g0 .
AGAE s.vvverennrarsocasnsenraasanases 3,00 &6
AgUS desti1adR seereersranronresnces 1 000 mls
pH finel 7.1

Colocar 3ml. en tubos de 13 X 100 mm. y este--

‘riligar a 121%, por 15 minutos.  Prio a --

temperatura de 45°C, se adiciona de solucién -
estéril acudsa al 10% de glucosa, lactosa, mal
tosa, fructosa o manitol para una concentracién

final de 1% de azfcar,
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D, Medios l{quidos

1.

2.

Cloruro de sodio al 6.5%

P.ptona Q000 ¢ 0 00000 PSR OOIOIROICGOIDINOOISOSTITDS 10.0 8.
N.cl .,-........l.l.................... 6—5.0 g.

m& destilada ®er00s000s0s00000 1 000 mlo
Se esterilizen a 121°0,,v durante 15 minutos,

tubos de 13 X 100 mm, conteniendo 3 ml. del
meddo. »
Agua Peptonada al 1%

~ Peptona ooooooofgooooooo_"o.o‘oo?'oo?pfoo J.0.0xg.
I“\I‘qi‘]‘.t;lm.oooon”poo‘ooooooooooo 1 000 nio

'Se sirven 3 ml; do medio & tubos do 13 X —-
100 mm, ¥y esterilisar a 121°C, por 15 minu--

tos, en sutoclave.

43
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¢) REACTIVOS.

1.
2.
3.
4
5.
6.

Te

Cloruro Pérrico al 10% , en agua.

Cloroformo.

Vaselina estéril.

Metanol. .

Soluoién salina fisioldgica estéril.

Reactivo para Oxidasas (Reactivo de Gaby y Hadley).
(B Indotmol oxidasa. .

Reactivos para rescoibn de nitratos,

@ alfg-naftil-amina 0.5% en agua.

b. foido lulfmﬂioo 0.8% en agua.

Sustancias antimiorobianas en polvo. :

a) Pentoilina (SQUIB AND SONS DE WEX3OO, S.A. DE C.V.
Lote pes 864 Pot.1256 U/mg.)

b) Ampicilina (LABORATORIOS BRISTOL DE MEXICO, Suhem
DE 0.V. Lote 313 Pot.890 moa/ng.)

o) Oarbenicilina (LABORATORIOS SANPER, S.A. Lote -
234013-E Pot. 810.6 mcg/mg.) | .

a) mmm& (SCHERAMEX S.A. DE C.V. Lote G1083K4-013
Pot, 905 mcg/mg.)

o) Kanamicina (SCHERAMEX S.A. DE O.V. Lote DA 804-129
Pot. 790 meca/mg.)

?) Gentamioina (SCHERAMEX S.A. DB o.v.' Lote 83-01-10
‘Pot. 628 mog/ug.) '
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g) Sisomicina (SCHERAMEX S.A. DE C.V. Lote 22855-2
Pot. 584 mcg/mg.)

h) Tobramicina (SCHERAMEX S.A.DE C.V. Lote W 3732
835A40B Pot. 980 mcg/mg.)

1) Cloranfenicol (LABORATORIOS INPAN S.A. Lote -~-
CL-81-180 Pot, 1 000 mog/mg.)

§) Colimicina (CARTER WALLACE S.A. Lote 168071 -—-
Pot. 13 500 U.I./ng.) |

¥) Cefasolina (ELI LILY Y OIA, DE MEXICO S.A.DE C.V.
Lote 33282 w Pot. 925 mog/mg.)

1) Cefalotina (BLI LILY Y OIA. DE NEXICO S.A. DE C.-

V. Lote 33958 W Pot. 915 mog/mg.)

) Cefoxitina (BLI LILY Y OIA. DB NEXICO S.A, DE C.-
V. Lote W 5354 Pot. 937 mog/mg.)

n) Cefalexina (ELI LILY Y OIA.DE MEXIOO S.A. DE C.V.
Lote W 5352 Pot. 990.47 mog/mg.)
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2. METO0ODO S,

e) AISLANIEN2O PRIMARIO,

La muestra clfnica se siembra de acuerdo al siguiente

cuadros
Bxudados Zardugeos v Nasales:

Agar sangre con raya de —
Staphylooocous gureus y agar -
Nac Conkey (por ostria de alsly
niento).

Agar sangre (sieabra masiva pa-
cuenta de colonias) y agar Mao

conko! (por estyia de aislamiep
t0) . '

Agar sangre, agar Mac Conkey, =
agar chocolate (por estr{a de -
aislamiento y raya de =---- —
Staphylococcus gureus para o -
primero y el dltimo) y tioglicg
lato con dextrosa y con indica-
dor, reducido.

En cada uno de dos tubos B-D pa
ra hemocultivos (anezar unided

de vontnsom_x para aerébios y

" anaerébios),  La resiembra -
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.se hace en agar sangre, agar choco=-
late y agar Mac Conkey; para aerf--
bios y tioglicolato con dextrosa, -
sin indicador, reducido y agar san-
gre con hemina para anaserébios.
Diversos: Agar sangre, agar chocolate (éstos
con raya de Stgg_lglogogcué gureus),
agar Mac Conkey y tioglicolato con -
| dextrosa y con indicador, reducido
para mioroorganismos aerébios y agar
sangre con hemina y tioglicolato —-
oon dextrosa, sih indicador, reduo}_‘
do, para nioroorgmuno- anaerébios.
(Diversos: Los ditorontol tipos de nuestras que no entran en
las anteriores, excluyendo también coprooultivos). .
Una ves que se logra el crecimiento de colonias de mi
croorganismos, segin la mtoddlogia.-nploada. 8e procede & ~
identifioarlos: primero, oon la ayuda de los medios de ocul-
tivo, la moxrfologfa de las colonias y la afinidad tintorial
que pru‘onfnh; posteriormente, se realizan las pr‘dobae mety
bSlices, segfn esquema I y dependiendo de los resultados de
la serie de pruedas metabSlicas primarias los microorganig--
nos se someten a pmom bioquimicas més especialigadas para
olasificerlos en géneros y especies. A continuacién, se .

desoriben algunas caracterfeticas metabllicas que nos ~pomi-
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ten cumplir dicho propbeito.
b) PRUEBAS METABOLICAS.

1. Rermentacifn de glugoss y lactoss

Se requiere agar hierro de Kligler para efectuar ésta
prusba; se siemdbra por estrfa y picadura y se inouba a '37°0 R
durante 24 horas. Ia f_nmontacidn de glu_ooag se dotoqta
por 1a baja de pH en la cspa profunds del medio, mientras -
que 1a laotoss, por una reaccién doida, en la superficie.
Un orecimiento sin cambio del indicador del medio, sugiere -
qQue no fueron mtubolizadqu ningdno de estos carbohidratos -
por via fermentativa (12).

2, Producgidp de Gas

Se usa aga.r hierro de xnglor aom'bra.do por picadura -
¥y estria incubado a 37°C, durante 24 horas. Bsta prueba
detersina si el microorganismo en cuestién genera gas ((202 e
llz). como producto final del metabolismo de 1os carbohidra--
tos. Loa gases producidos se manifiestan por un desplazg
miento total o parcial del medio, desde al‘ fondo del tubo o
por una ruptura del medio, segin la cantidad de gas prbdﬁci-
do (12),
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3. Produccifn de fcido gulfhfdrico

La presencia de éste compuesto indica la capacidad del
microorganismo para metabolizar aminodcidos que contienen azu
fre, produciendo en el medio una reaccidn visible de color ne
gro, por formacidn de sulfuro ferroso insoluble, Esta ==
prueba es también visualizada en el agar hierro de Kliglof u-
sado anteriomohte,l ya que el medio contiene tiosulfato de so .
dto y i6nes férricos, necouri&a para hacer manifiesta la re-
accién, (12).

A+ Deteccity de Uresss |

La enzima ureasa desdobla la urea formando dos molécu-
las de amonfaco, la presencia de ilnes amonio en el medio pro
duce alcalinidad, lo que hace que vire 01' indicador del medio
(rojo de fenol), de amarillo(pH fcido) a rosa(pl alcalino).
Bsta pruebs peme de manifiesto la oapacidad de un microorga—
niswo de desdoblar la urea. El medio que se utiliza e= a-
gar urea de Christhensen, sembrado por estrfa e incubado a --
379, de 6 2 24 borss, (12).

5. Apgevechamiento d sitrate | |

Se pretende ver si ¢l l:lcrodrgmino o8 capag de utily
sar ol citrato oomo dnica fuente de carbono para su potaﬁolig
m0j ol indicador del medio (asul de bromotimol), vira de voi—
4e a asul gl ascender el pH, Se usa el sgar citrato de¢ ==
Simon' i. sembrado por estria ¢ incubsdo a 37°C, de 24 a 48 —



51

horas. Vira a pH alcalino, por la presencia de hidréxido
de aménio, producto del desdoblamiento de las sales de amb--

nio que contiene el medio, (12).

6. Utiligacidn de Malonato
Se utiliza caldo malongto de Ewing, sembrado a 37°C, -

de 24 a 48 horas. Determina la capacidad del microorganig
mo de utiligzar el malonato »de sodid como fuente de carbono y

wilfato de aménio como fuente de nitrégeno. El compuesto

que se produce es hidréxido de sodio, que vira el indicador -
.del medio, del original verde a azul, en pH alcalino, (12).

7. Repoarboxilsoién de pmjnodcidos

Pruedba la capacidad enzimftica de un mioroorganismo pa
ra descarboxilar un aminofoido y formar aminas y CO,, los cia
les producen alcalinidad en el medio, provocando un vire en -
el color origim'dol indicador.  Es necesario adicionar -
al medio 1 ml, de vasélina estéril, con el objeto de propi---
ciar un estado de anaerSbiosis que favorece que se efectde la ‘
resccién anterior . Los medios que se utilizan son: bage
de WUeller sdicionsds de Lisina, Arginina u Ornitina, inouba-
dss & 37°C, 4o 1 a 4 afas, (12),

8. Producecién d¢ Injol
El indol es producto del metabolismo del triptéfano és

dltimo forma parte de los constituyentes del medio SIM. -
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En consecuencia, ésta prueba sirve para determinar la capaci-
dad del microorganismo para desdoblar el triptéfeno en indol.
El SIM es sembrado por picadura y se incube a 37°C, durante -
24 horas.

El indol producido, se detecte por medio del reactivo
de Kovao's (para-d:u;util-nmino benzaldeh{do), que forma un --
complejo rojo con el indol, (12).

9. Moviljded

Se emplea ol medio SIM comunmente, sembrado por picadu
ra ¢ inoubado a 37°0, durante 24 horas.

El medio especial de movilidad segfn Gilardi también -
pormite ver la movnidad del miocroorganismo que se efectfa --
gracias a los flagelos (que pueden ser uno 8 més); se inooula
por picadura ¢ incuba a 30°0, durante 3 a 4 dfas. Bate me
dio contisne menor cantidad de agar que el SIM, que 1o hace -
més suave y eficas, para detectar 'novilidad on microorganis~—-
mos pooa oapacidad de movilizacidn.

La interpretaciln es de dos formass Mévil, cuando el
nieroouanigmo difunde de la linea de picadura haoié el medio
y se ve turbides, ¢ Imnmévil, cuando el crecimiento es acen—-
tuado a lo 1argo de la 1fnea de picadura y el resto del medip

permanece ciu-o, (r2).
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10. Produccién de Acetofna (M.R. - V.P.)

Determina la capacidad de algunos microorgaenismos para
producir acetofna, como resultado de la fermentacién de gluco
sa (prueba de Voges - Proakauer). El caldo M.R. - V.P. em
pleado, se incuba a 37°0. durante 24 a 48 horas,. Para la
deteccién de acetofna, se utilizan los reactivos de Barrit:
alfa-naftol al 5% e yh:I.dr6x:lt!o de potasio al 40%, La reac
cién ocurre dentro de 5 minutos y la produccién de un color - |

rojo indica que la prueba es positiva, (12).

11, Detecoddn de 1o §nsima Oitocromo C Oxidasa
| Se siguié el procedimiento Indirecto, en el cual se u~
tilip. una cinta de papel filtro mprqgnadu de reactivo de in
dofenol oxidasa, sobre el cual se déposita parte de una colo-
nia (procurando que el asa no toque oi papel, porque daria =-
falss positiva). KL cambio de color, de rosa a megro, en
la zona del papel que estd en la periféria del infeulo, en el
intervalo de 10 segundos, hace la prueba. positiva. Deg~——
pués de $ste tiempo se dan falsas positivas, pués el medio am
blente sobre todo, la lusz, oxida el reactivo, (12). |

12. Oxjdaocién-Permentacién d¢ Cerbohidratos
Indica #i un microorganismo utiliza o no un carbohidrg

to.y si la via por la que lo metaboliza es oxidativa o fermen
sativa. Se ompioa ol medio de oxidacién-fermentacibn se—-
gdn Gilardi, C.N., sdicionado del carbohidrato deseado al 10%



hasta tener una concentracién final del 1%; se inocula por =
picadura, un par de tubos para cade carbohidrato, por microor
ganismo. Uno se deja abierto y el otro sellado con vaséli
ne (de 1.0 a 2,0 ml.). Se incuva a 30°C, durante 3 a 4 --
dfas.

Un crocimienfo con cambio de color del indicador del -
medio, de verde (inicial) a amarillo (4cido), sugiere que el

carbohidrato. se utiliza y se produce &cido en el medio.

Interpretacidn:

1) El mioroorganismo utiliza azdcares para metadbolismo oxida-
tivo cusndo solamente el tubo abierto presenta reaccién 4-
cido, es decir, estd amarillo, y, el tubo sellado permanec-
ce sin cambio de color (verde). |

2) La formacién de &cido (color amarillo) en ambos, abierto y
sellado, indica que Be efoqtﬂa reaccién fermentativa.

3) Cuando ambos tubos permanecen sin cambio, significa que el
mioroorganismo no utiliza los carbohidratos por éstos méto
dos, | -

Los azdcares utnizgdoa en ol presente trabajo fuerom

glucosa, lactosa, maltosa, fructosa y manitol, (12).

13. Licuefaccién de Celatina

Muestra si un microorganismo es capaz de producir énzi
mas proteolfticas (gelatinaéae), las cuasles liclan la gelati~-

na. Se inocula por picadura la gelatina nutritiva e incu-
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ba a 30°C, por 3 a 4 dfas. Antes de interpretarb'loe resul
tados, se debe enfrfar al medio (20 minutos a 4°C), para evi-
tar falsas positivas. La prueba es positiva, si el medio

enfriadp queda 1fquido, y es negativo si se solidifica, (12).

14, Reduccién de Nitratos a Nitritos
Basada en la capacidad del microorganismo pera reducir

ol nitrato de sodio a nitrito de sodio o hasta liberar nitré-
geNn0 gaseoso, Bl medio semisélido se inocula por picadura
o incuba & 30°C, durante 3 a 4 dfas. ' Se adiciona 0.5 ml, -
60 cada uno de los reactivoss A (alfe-naftil amina 0.5%3 y-
B (6oido sulfanflico 0.8%). Un color rojo hace la pruebs
poaitﬁu, si el ni@io de oontrol no inoculado es megativo,
Las pruebas negativas son oonfirmadas por adicién de polvo —-
de sinc, para convertir el nitrato no reducido a nitrito.

La reaccién que se efectda dentro del microorgam.smo parece -
tener relacién con los sistemas citocromo, ya que hay eviden-
cias de que el nitrato actda como d1timo oxidante en ellos, -
). , ! ‘

15, Penil slepins Deganinase

Se fundamenta en la activided enzimdtica del microorgg
nismo para desaminar la fenil alanina y producir &cido fenil-
pirdvico,  Sembrar por estrfa e incubar de 3 a 4 dfas & -
30%, Para detectar el fcido fenilpirdvico producide, se

utilizan unas.gotas de cloruro férrico al 10%, que actdéa como
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agente quelante; éste quelato, con el écido fenil pirdvico, -

forma un color verde, indicando prueba positiva, (12).

16. Pseudomonas P (Tech)

Med:I:o para ol aislamiento seléctivo e identificacién «
de Pasudomonas ég_r_qginoaa. Se inocula por estrfa el mé&io
Pseudomonas P (Tech) e incuba a 37°C, por 24 a 48 horas.

En 61 se promueve la produccién del pigmento Piocianfna, el -
ousl se manifiesta por el crecimionto de colonias en el medio
que dan una coloracién verde-anarillenta. 'En caso de no -
producirse ol rigaento, ao;:-:o'baerva el .crecimionto del mioroor

ganismo, piron:l.n desarrollo de color, (16).

17. Pssudomongs P (Mlo) |

El fundamente es muy semejante al antoﬂor. La di-
ferencia que existe, radica en que en éste medio se promueve
la produocun del pigmento Pluoresoeina. El medio_'*-----"
Pseudomonas P (P1lo), es estrfado e incubado a 37°C, durante -
24 a 48 horas, En cuanto a la interpretacién es muy simi-
lar, si el microorganismo crece y desarrolla color en el me--
dio, indica la presencia de; pigmento, y en caso de crecer s

lamente sin pigmento, la prueba se considera negativa, (16).

18, MBM Acetato
Pn 81 ge ve si el microorganismo es capaz de utilizar

el acetato como dnica fuente de carbono. El medio sélido
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inelinado se inocula por estrfa y se incuba a 30°C, de 3 a 4
dfas; la prueba es positiva, 8i el microorganismo se desarro-

1lla en el medio, (15).

19, Agar SS

Permite ver si el microorganismo es inhibido por las =
sales biliares que contiene el medio, La caja de agar es
inoculada por estria e incubade a 37°c, durante 24 horas,

La prueba es positiva, con el crecimiento de colonias.

- 20, Crecimiento a 42°C

La temperatura, parametro que normalmente se controlas
para un 8ptimo crecimiento del microorganismo. BEn este ca
80 ayuda @ seleccionar ciertos Bacilos Gram Negativos No Fer-
mentadores de Glucosa. Se incuba el agua peptonada a 42%
una vez inoculada, en paﬂo Marfa por 24 horas. 51 el me~w
dio se encuentra turbio por el deaa.i'rollo, la prueba resulta

positiva,

21. Cloruro de sodjo 6,58

Se trata de otra prueba selectiva, para ver si el mie-
croorganismo puede deamollaiae ante altas concentraciones -
de sales, La prueba se ig.ectﬁa inoculando el medio e incu
bandose & 30°C, durante 3 a 4 dfas. Si existe turbidesz sg
réd positiva, '
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¢) CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LOS BACILOS GRAM NE--
CATIVOS NO PERGENTADORES DE GLUCOSA.

Las cepas procedentes de urocultivos, hemocultivos, fa
ringeos y diversos , que con ayuda de la morfologfa colonial
o tincién de Gram y la bioquimica primaria (Kligler, SIM, u--
rea, citrato de Simon's, malonato, LDC y caldo RM-VP), resul-
taron Bacilos Gram Negativos No Permentadores de Glucosa, se

reasislaron para con ellos realigar:

1) La prueba de la Oxidasa,

2) Crecimiento en Mao Conkey a 35-37°C, por 18-24 horas.

3) A las cepas oxidasa positiva, que desarrollan en Mac Con--
key, 6e les hacen las siguientes pruebas matabblicas: glu
cosa, lactosa, maltosa, fructosa y manitol en medio O-F;
medio de movilidad de Gilardi, ureasa, prueba para reduc=-
cién de nitratos, licuefaccién de la gelatina, aprovecha--
miento de MBM-Acetato, utilizacién de fenil-alanins, creci
miento en cloruro de sodio 6.5%, crecimiento a 42°C, cre--
cimiento en agar S5 y Crecimiento en agar Pseudomonas F y
P.

4) A las cepas oxidesa positiva, que no desarrollan en Mac ==
Conkey, se les hacen las mismas pruebzs metabblicas més la
prueba de la catalasa, caldo indol y DNA-sa,

5) A las cepas oxidasa negativa, con desarrollo en Mac Conkey
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se le hacen ademds de las establecidas en el punto (3) hi
drolfsis de esculina.

6) Las cepas oxidaaa negativa, sin desarrollo en Mac Conkey
se procesan igual que en el punto (3).

7) Se hacen las lactﬁraa después del tiempo indicado y se i=
dentificarén segin las tablas 1 y 2, 3, 4 y 5, respectiva
mente para los puntos 3, 4, 5 y 6.

d) DILUCION SERIADA BN PLACA DE AGAR.

B método Ab yitro, selecoionado para conocer el com--
portamiento de los ‘ucroor_gm:lnoo ante 14 sustancias untmg-
crobianas, en 15 diferentes concentraciones, fué el de dilu--
cién seriada en placa (Bricson, H.M. and Sherris, J.C.).

« Los antimicrobianos usados fueront ,.Anpio:ilina, peonicili-
na, cabenicilina, amikaoina, kanamicina, gentamicina, si-
somicina, tobrnicbina,'clormfcniool. colimicina, cefoxi-

" tina, cefazolina, cefalexina y cefalotina.

~ Se pesan los antimiocrodbianos en polvo, eatandares prima—
rios 0 secundarios, oconsiderando su potencia o aotividad
biolégica de tal manera que al dilufr todos con agua estf
ril y destilada (a excepcién del cloranfenicol, que se dj
luye con metanol puro), se obtenga una solucién madre de
penicilina, ampiciling y carbenicilina de 10 000 ug/ml. ¥
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del resto de 1 000 ug/ml.

De éstas soluciones madre, se obtienen otras tres dilu---
ciénes 13110, para finalmente tener solucidén madre de =--
10 000 ug/ml, S-I de 1 000 ug/ml, S-II de 100 ug/ml y -~
.S-III de 10 ug/ml; por otro lado solucién madre de 1 000
ug/ml, S-I de 100 ug/ml, S-II de 10 ug/ml y S-III de 1.0
ug/ml, de los respectivos antimicrobianos, con éstas se -

prepararén las cajas a determinadas concentraciones.

Las concentraciones seleccionadas para probar, fueron: de
penicilina, ampicilina y carbenicilina 0.037, 0.075, ===
0.151, 0,312, 0.625, 1.25, 2.5, 5.0, 10, 20, 30, 40, 50,
250 y 500 mg/ml; pars olorantoniéol. amikncinﬁ. kanamici-
na, gentamiocina, sisomicina, tobramicina, colimicina, ce-
falotina, cefagolina, cefoxitina,cefalexina 0,0045, «===
0.0090, 0,0190, 0.0390, 0.0780, 0,156, 0.352, 0.625, 1.25,
2.5, 5.0, 10, 20, 30 y 40 mg/ml.,

Para conseguir tales concentraciones, se prepararon cajas
de Petri con el agar MUeller-Hinton, con las diluciones -
correspondientes del antimicrobiano, en volimenes de 20 -

ml, por caja.

Las cepas por probar se inocularon en agug peptonada al -
1% e incubaron a 37°C, durante 2 a 4 horas, a fin de te--

ner los microorzanismos en fase logaritmica de crecimien-
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to (método de Bauer-Kirby).

« La densidad del cultivo se estandarizé con el método de -

8

Mc Parland, a tener L X 10” bacterias, usando solucién sa

lina estéril como diluyente.

~ Se inocularon las cepas en las placas de agar con ayuda -
de un replicador tipo Steers, 61 clal se mueatra en la fi

gura 1 (P-1) y se incubaron a 37°C .. por 18 horas.

~ Una ves transcurrido el tiempo, se hacen las lecturas.
Se consider$ la cepa "Resistente™ a esa concentracién, =
cuando crece més del 50% y "Susceptible”, a la concentra-
cibén en la que se encuentra menos del 50# de crecimisnto

o ausencia conpleta de 61.

- Las cepas se conservaron en medio de Kligler, con pases -

sucesivos por semana y al mesa en agar nmatritivo

e) ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados observados fueron utilizados para proce
sar un anflisis desde oi punto de vista estadfstico. Jun-
to con ellos se decidid tomar otras variables al‘ azar como -
sont tipo de cepa, orfgen (hospitalizados o no hosp:ltulir;a-
dos), @eexo, y flora mixta., | '
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Cfon 8sto se complico el andlisis estddistico aplicado
en viste de la presencia de variables cualitativas, entonces,
gse opté por un andlisis multivariado para datos dfscretos o -
sea el modelo log-lineal, puesto que el anflisis de varianza
(que generalmente se usa), Unicamente sirve cuando las varia

bles por considerar son cuantitativas.

El modelo log-lineal, nos dard primero el t&rmino 0 ~-
términos que influyan,estadiaticamente en la respuesta.

Y posteriormente nos dir4 de gque forma influye.



CAPITULO IV
RESULTADOS
Y DISCUSION

1. PROPORCION DE AISTLAMIENTOS.

De las 158 ceoas recuperadas como Bacilos Gram Negati-.
vos No Permentadores de Glucosa duruante éste périodo, 149 -
(94,3%) se identificaron como Paeudogonae aeruginocsa y las 9
(5.7%) restantes fueron clasificadas como "diferentes a ~----
Pseuydomonas geruginosa" entre ellas se encontrarons
2 Pseudomonas paucimobilis, 2 Achromobacter xylosoxidans, =
1 Pseudomonas mendocina, 1 Alcaligenes faecalis,

1 Alcalizenes denitrificans, 1 FPseudomonas fluorescens, ¥
1 Pseudomonas cepacia. . ‘

2. SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS,

Los datos sobre la susceptibilidad a 14 diferentes on~
timicrobianos méds usados en la clinjca en el "C.H, 20 de No--
viembre" I.3.5.S.T.B., para los dos grupos se dispusieron reg
pectivamente en lgs tablas 6 y 7 en porcentajes de frecuencia.

In le tabla 6 s 10 mds notable es, la efectividad'de -



ANTIBIOTICO ,
S0, & ug/ml | 0.0045 0.0090 0.190 0.0390 0,0750 0,156 0.352 0.625 1.25 2.5 8.0 10 20 30 30 “Frec/scun.

e

TOBGATIICT A 0 o o 0 0 60 10.8 108 196 7.5 8.7 4l 0 0 3.3  66.3
SISMMIC) A 0 0o o 0 0 0,67 6.03 8.0 10,1 12.1 S.d 2.0 3.4 4.0 2.0 03.7
COLINIC A 0 o o 0 0 o o 0 27,3542 M3 3.5 0 0 0  99.°
FAXAHICTM 0 o o0 0 0 o o 0 060 0 0 0 2.022.7 2.8 0.2 1
GENTANICTva 0 o o ] 0 0 0 4.0 J6.8 4.0 14.7 8.1 1.3 0.7 3.4 53.0 §F
SR TN 0 o o0 0 0 0 0 2.0 6.121.6 243 12,8 16.2 6.1 2.1 91,2
CLOnANFERTGUL 0 0o o0 0 0 o o o o 0 0 0.675.33 5.8 4.0 15,4 &
CEPOXITINA 0 o 0 0 0 o o o o 0o 0 0 0 o0 O [
CEFALEXINA 0 o o 0 0 o o o o 0 0 0 0 o0 O 0
CEFAZOLINA 0 o o 0 0 o o0 o o o 0 0 0 o0 O 0
CEFALOTI:A 0 o o 0 0 0o o0 o o o o o o0 o0 o0 0

0.037 0,075 0.151 0.312 0.625 1.25 2.5 5.0 10 20 30 40 50 250 s00

AV [TELIRONS AT VIO YD

AHPICILINA 0 o o 0 0 (] 0 0 0 0 o 0 0 6.0 4.7 10.7
PENICILINA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CAULBNICIN.INA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4.6 7.4 2,7 0 7.9 136 36.2

TABLA ©. Suceptibilidad do 149 cepas de Pgetidomonas goruginosy & 14 diferentes :nrtimicrodiro ufs usados en la ec}f
nica en el C. H. 20 de Noviembre, expresada en Porcentajes (") de frecuencia.

NCTA. Los datos quo se encuentran enmarcados indican lan frecuencias nis altas.

"Frec/acum.= Frocuencis Acntulada.



‘él}-:gél.mmrelﬁg/u. 0,0048 0.0090 0.0190 0.0390 0.0780 0,156 0.352 0,635 1.25 2.5 5.0 10 20 30 40 "Freo/scum |
TORLUGITCINA 0 0 0 0 0 0 0 22,2 11.1 32.2 O o o 0 11.1 6646
SISONICINA [ 0 0 0 0 0 0 0 11.1 22.2 o0 0 22,2 0 11.1 6646
COLINICTA [ 0 0 0 0 ()} 0 Il.1 33.3 ¢6.¢ 111 O O 0 0 99.9
" KANANICINA ()} ()} 0 0 0 () 0 0 0o o 0 0o 0 o o 0o
GENTAHIC IVA 0 0 (1} 0 0 [ 0 1.1 111 1Ll 0 383 0 0 Ild  77.7
- AHIKACINA 0 0 0 0 [ [ 0 0 0 11.1 23.2 32,2 11.1 0 11.1 11.1:
CLOIMANFRNICOL 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 1111 22.2F
CEFOXITINA 0 0 0 0 0 0 0 0 o o 0 0 0 o o 0 §
CEFAXELTNA ()} 0 0 0 0 () 0 0 o o 0 o o0 o o 0 %
CEFAZOLINA 0 0 0 0 () 0 0 0 o o () 0 o0 o o o
CEFALOTINA 0 0 ()} 0 0 0 0 0 0o o 0 0 0 o o o3
14
0.037 0.075 0.151 0.312 0.635 1.25 2.5 5.0 10 20 30 40 50 250 $00 g
ANPICTLINA 0 0 () o 0 0 0 0 o o0 0 0 0 0o o ()} §
PENICILINA 0 0 0 0 ) 0 0 0 o o0 0 0 0 0 o 0 E
CAXLENICILINA 0 0 0 0 0 0 0 0 o o 0 0 0 0 33.3 33.3°

TABIA 7. Suceptibilided de 9 cepas de Bacilos 5Sram iNegativos o - Fermentados diferentes de I'scudomonys aoxuginoss
a los mismos antimicroviano expresads en Porcentajes (%) de frecuencia.

"Frec/acum.s Frecuoncia Acumulada.
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Amikacina y Colimicine para combatir entre el 91.2 y 99.3% -

respectivamente de las Pseudomonas aeruginosa nisladas a las

mayores désis ternpedticas. Por 1o que respecta a las con
centraciones de mayor efectividad observadas son: para Tobra
micina, Sisomicina, y Gentamicina 1,25 ug/ml, Colimicina 2.5
ug/ml., Gentamicina y Amikacina 5.0 ug/ml., para Kanamicina
el rango de 20-40 ug/ml y para el Cloranfenicol de 20~30 «--
ug/ml, Llama la atencifn el comportamiento de las bacte--
rias ante la Gentamicina que parece ser efectiva a 2 concen--
traciones diferentes.

En la tabla 7 en donde estén agrupados 1os Bacilos ==
Gram Negativos No Fermentadores "diferentes a
Pgeudomonas aeruginosa" se puede observar que los antimicro--
bianos més efectivos a las mayores ddsis terapedticas son: A~
mikacina, Gentamicina y Colimicina que combaten a 8stos micro
organismos en 77.7, 77.7 y 99.9 % respectivamente. Con ==
respecto a las concentraciones efectivas observadas es dffi--
¢il establecer una jerercufa porque gse presenta la misma fre-
cuencia en diferentes concentraciones; se pudo visualizar me-

jor en el caso de Colimicina con un rango de 1.25<2,5 ug/ml.

3. DISCUSION

En el anflisis estddistico, se ve afecteda la respues-
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ta de Hogpitalizados y de no Hospitalizados, por tener dife--
rente modelo ajustado.

Para Hospitaligzados se encontro que las interacciones -
Antimicroviano-Concentracion y Sexo-Flora, estadisticamenté -
influencian la respuesta.

Para No Hospitalizados las interacciones Antimicrobiang
Sexo~Flora y Antimicrobiano-Concentracién influencian la resy )
puesta.

Para Hospitalizedos y No Hospitaligados probados a Pe-
nicilina, Carbenicilina y Ampicilina, el término significati~
vo estfdisticamente fue Sexo-Orfgen-Flora.

De todos estos ruultadoi y para nuestros propésitos -
80lo se tomaron en cuents para Hospltalizados y No Hospitali-
gados la interaccidn significative Antimicrobianc-Concentra—-
oién, , -

Analizando las tablas 6 y T 4o susceptibilidad se noti;
una considerable tendencia & la resistencia en estos Bacilos
Gram Negativos No Permentadores de Glucosa diferentes "dife--
rentes de Pgeudomonas peruginosa” que depende sobre todo de -
la concentracién del Antimicrobiano usads,

Bs muy notoria la resistencia que se nota en 1lgs ewee
Pgeudomonas gaeruginoss a los Aminoglucésidos, tan usuales en
ol tratemiento de Pagudomonas en general, Los porcentajes
scuzulados indican resistencia a Gentamicina en un 47 $, a Kg

namioina en un 91,8 % a Tobramicina y Sisomicina en un 43.2 %e
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Estos datos son afn més dramfticos tomando en cuenta las cone
centraciones que se logran a nfivel plasmético y tisular.
Annlizando la tabla 7 se puede resaltart
= Que sacando frecuencia acumulada de susceptibili--
dad hasta ¢l nivel del Antimicrobiano que se légra
en plasma a désis habituales se tiene:

% de Precuencia de Susceptibilided at

Gentamicina 33.3

Tobramicina 55¢5

Sisomicina - 33.3
Kanamicina 0.0
Amikacina 66.6

Con la cdal la tendencia hacia la resistencia a »=

los antimiorobiancs es muy elevada.
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CAPITULO v

CONCLUSIONES

La proporcién de Bacilos Gram Hegativos No Fermentadores

dec Glucosa que se aislgn-de Consulta Externa y Hospitali-
zacién en el "C,H, 20 3e Noviembre" I.S5.5.5.T«E., en rela .
cibén al resto de microorganismos es del 5 %, predominando

considerablemente los aislamientos de Pgseudomonas sobre -

otros microorganiamos Bacilos Gram Negativbs No Fermenta-

dores de Glucosa en una proporcién de 94 % a 6 %.

Desde el punto de vista de identificacién quiz4 no sea dg
masiadb grave el problema de no contar con recursos que =
permitan el reconocimiento bioguimico preciso de género y
especie, dado que la frecuencia de aislamiento es tan ba-

:ia.

Pricticamente el dnico antimicrobiano que ofrece mejor --
perspectiva es Colimicina (en los 9 Bacilos Gram Negati--

vos No Ferzentadores de Glucosa "diferentes a -

Pgeudomon:s geruginosa” estudiados) y Colimicina y Amika-

cina en Pguedomonas aeruginosa.

Aunque en pocos chsos, la confusién en la identificacién

puede acarrear errores serios en el establecimiento de la
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terapedtica, los Hacilos Gram Mesativos lo Yormentadoren
de Glucosa cn gencral sciguen siendo un grave problema de
infecciones intra y extrahospitalarias y es muy importan-
osu adecuada identificacidn nara tencr mejor informacién -

epidemiolégica al respecto.

Parece ger necesario combinar antimicrobianos para conse~

guir mejores resultados teravedticos,

No es f4cil interpretar los datos arrojados por el sndli-
cis estddistico en cuanto a las interacciones diferentes
de Antimicrobiano-Concentracién nués solo dice que son esg
tddicticamente sigmificativas. Por lo que se sugiere
hacer un Andlisis de Residuales mis detallado para deter-

minar la naturaleza de tales influencias,
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