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RESUMEN

Antendionmente, muchos génerss de bacterias fueron Lncfufdas en La fami-
i Pseudomonadaceae pero en {a octava edicibn del Manual de clasificacidn
de Beigey®s of wimero de g@nenos fué reducide a 4.

Uno de Los 4 génenos, el denominade Gluconobacter que antes edtaba ubi-
cado dentro de fa jamilia Pseudumonadaceae Se encuentsa ahotra en fa fami-
LUa Acetobacteraceae y su fugar fue ocupado por el género Frautenla.

la jamilia Pseudomonadaceae tienc caractéenlsticas que permiten su Lden-
Lldicacidn y que son fas siguientes;

Son cflulas en fomma de bacilos nectos o Ligeramente curvos, mbviles,
con glagelos polanes , Gram-negativos y no esporufados.

La gamilia comprende 4 géienos que son: Pacudomonas, Xanthemenas, Fraute-
ria y Zooglea,

EL géneno de Pseudomonas se caracteniza pot £a habilidad que tiene de
crecer en un medio simple de neaccidn neutra a expensas de una gran varie-
dad de compuestos ongdnicos. la neaccidn de oxdidacibn es positiva. la mor-
gologia de Pseudomonas puede ser variante mucedde, {{sa, nwgosa y semlugo-
sa.

Los onigencs de fas Xanthomwnas adneas son mds delicadas que {a3 Pscudo-
monas, se caractenizan por producin pigmentos celulares amarillentos y dan

una debl neaccidn de oxidacidn negativa.

Las cepas de Psetidomonas y Xanthomonas afreas no tienen tolerancia al
deddp.

EL género Frautenia pucde desarrollatse a un pH 3.6,

EL géneno Zooglea produce una masa viscosa, son adheridas a {ases $6L¢-

das bajo condiciones naturales, no es patégena.




Se neaddizé un cstudio bacteriolfgdico sobre ef agente paifgenc Pseudomonas
aenuginosg en fa fibresds quistica para conocer sus caracterfsticas feno-
tipieas, determinan su capaci{dad para producéis exoenzimas y caraclerizan su
patadn plocinico.

La producclbn y enistalizacin de proteasa se realizf, mediante of erite-
alo de Monthasa,

La identificacibn bioquimica de Las colonias aisfadas, se cfectus siguien-
do Los cadteriod comunmente usades en bacteriologla dagnosticada y La sen-
s(belidad antimicrobiana ae £ev6 acabo mediante fa téendica de Kinby-Bauer.

De 20 pacientes diagnosticados con fibrosdis quistieca, 10 tuvieron cepas de
P. aeruginesa fa cual se adlsld, cbtencendose de sus caractenisticas fenoti-
picas que el 1003 estaba constituddo pon La variedad mucodde; ed 100% de --
ellas produfo pignentacitn y ef 20% fluoresente Lo que nes {ndica que proba-
blemeite se produfo feuonesceina,

En fa produccifn de £as exoenzimad sc obtuvo que el 100% de produccidn de
proteasa, colagenasa y Lecitinasa, el 90% de clasiasa y Lipasa y ef §0% ¢
408 nespectivamente de hemolisina y ADNaaa; dnicamente se obtuve el 10% de
coagufasa,

Tambidn se deteunine £a grecuencia de nesdstencdia de P. agruginosa o Los
antimichobiancs, aislada de pacdientes con fibnosis quistica siguiendo La tfc-
nica de Kinby-Bauer a donde se obseavd que o 100% cra resdstente a Ampicilsi-
na, Nitrogdurazona, Kanamicina, Cefalotina, y el 108 Lo ena a Cefsulodin-Sé-
dice, sdendo este (@Ltimo donde se observd menon resistencia para P. aeugi-

nosa y muy sensibfe en cate dltomo de Los easos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tomando en consddenacifn que un pacdente con fibrosdis quistica e
un sujeto Lnmunosuprimido {10}, con alteraciones metabSlicas y someti-
do de manera continua a thatamicntos con antimicrobianos (14}, es po-
sibte que fa capacidad de P. agwginose aisfada de estos enfermos con-
Lenga un ampdio armamento enzimfiice, multinesistencia que coexista -
con {a capacidad paut evadin Lo0s meeanismos de proteceibn propios de
estos sufetos, come condecuencia de £ax selecedbn a fa que se encuentha

aometida.

OBJETIVOS

I.~ Conocen £as caracterfsticas genot{picas de P. acruginosa
aislada de pacientes con fibrosis quistica.

la- Realizan alslamientos e identificacifn bioquimica de P.
agauginosa a partin de pacdentes con f(brosds quistica,

1b- Determinan su capacdidad para producir algunad exoenzimad
Lavefueradas en Los mecanismos de patogenicidad,

le- Caractendzar el patrln piocinice de estas cepas, y hedis-
tencia a antimicroblanos y othas propiedades que nes per-
méitan deteuminan cf genotipo de P. aeruginosa aislada de

pacientes con 4ibrosis quistica.



1,1 GENERALTDADES DF Pacudomonas aeruginoda

Pseudomonas aeruginvsa o bacilo del pus verde (Baciffus pyocyaneus),

es un organismo de amplio potencial enzimdtice, producton de toxinas y
polisacrnidos de superficie involucrados en La capacidad para producit
daiie (27,37,39}.

Su exdstencia fue adventida por Schroter en el ado de 1872 (37], y 4e
Ldentifica como Pseudomonas mds reportada en Los anales de fa microbio-
Logda médica, Muchos edtudios ¢ han LLevado a cabo respecto de esta -
pelighosa bacteria y de otras con caracterlsticas andfogas {Cowell, 964,
1965:Gilandl, 1972; Haynes, 1951; Hugh and Leifson, 1964;Jesden,1965; ~
Lysenko, 1981;Atanier,Palleroni, and Doudonodd, .1966).

P. aecruginosa- Los onganismos de csta especie son bactenias hetenbtrofas
Gmm-naga,tévu'en fouma de bastones, de 0.5 a 1.0 porn 3.0 a 4.0 um; poseen
de | a 4 flagelos polanes, ademds de presentar pili polar de 6 um; Eate

es mis delgado que el pd;«_ de Las Enterobactenias; ambos actdan como recep-
tones para varios fagos y son retrdctiles .FL pili polan retnfictile tiene
detenminantes cromosbmicos que puede movilisanse. pon pldsmidos (Bradley,
1980 ) (37).

la secuencia de aminodedidos del pili es Lnteresante pues parece haber

sido conservada a través de La evolucibn, Lo cual se comprueba con ¢f
hecho de que fa secuencia amino-terminal de una proteina del pili de Pseu-
domonas aeruginosa , presenta homofogla alia con Neisseria mening{tidis
- {sh.



Cstas bacterias no feumentadonas tienen la capacidad de producir
un pigmento soluble en agua, Blamado piocianina, sustancia que da
2a apariencia cromética azul-verdosa al drea que rodea a fa celondia

o al creciniento donde se establezca.

EE metabolismo de P. agruginosa es tiplcamente aenbbico, con ==
oxfgeno como el ditimo acepton tenminal del efeetrdn, pero muchas
especies tambi{€n pueden usar el nitrato como una alternativa del -
acepton del electnbn (5).

T la P. achuginosa es un michoonganismo extremadamente adaptable
que puede Lntegrar mds de 80 compuestos ongdnicos diferentes para
su crecimiento; utiliza ef nitrato y fa wu_uru.m como aceplones de
electrones, para crecer en forma am.wib&cu {37], lLa tmpmax.ma.

Sptima para checimiento de este microonganismo es de 35°C, pero =-

puede crecer a 42°C,

" Es baja en fitopatogenceidad, ranamente ataca a fas plantas -
€sto sofo sucede cuando ¢htas de encuentran bajo condiciones ambien~

tales que Le son adversas (37).

Esta bactenia es sumamente resistente y se multiplica con rapi-
dez; sobrevive durante varfos meses alr medi{o que fa nodea y se Lo-
cakliza frecuentemente on grlfos de agua, estanques o desagiles; ge-
neaalmente sc ubica en supergicies himedas o e‘)'l Liquidos apanente-

mente destilados {37}.



Su relterada permanencia cs evddente pues aparece "hasta en el Lnstau-
mental quintirglee o en el equipo médico que despufs de haber a{do utili-
zado, no fué sometido a un proceso coanecto de csterilizaci6n" {Buwuech 1971)
{37].

Miltiples productos farmacbuticos elaborados con material crudo dead-
vado de plantas tales como Llquidos (Robinson 1971}, crema de manos, cos-
mEticos, ungiientos, supositonios, tabletas, pastas, enulsiones y jarabes
{Kedzia 1977),4ienden a dar origen a un medio adecuado a su desarrollc de
P. aeruginosa { 37 ).

P. aeruginosa forma parte en fa fLora intestinal, piel e intestino y es
un paibégeno provocando graves enfermedades; se aleja en Las Lesiones del
tueto urinarndie, tracto respiratonio, bajo cientas condiciones (3,9,30,31,
57). ’

Es un nu'moaltgdm’,éma oportunista que agecta a £os pacientes con enferme-
dades metab6licas, hemfticas y malignas (30).

P. acrugdnosa, ademds de presentar material genético contiene pldsmidos
(DNA de doble cadena), que tienenfa caracteristica de replicarnse autlnoma-
mente ¢ mantenense en un esdtado extracromosomal. Estas tienen La haiu’,(;é-

dad de £Levar a cabe procesos de conjugacibn (11,37).

1.2 ENFERMEDADES CAUSADAS POR LA P, aeruginosa.

Lay estadisticas clinicas manifieatan que edte bacifo, detectado, ha cau-
sado estragos en La humanidad debide a su resdistencia, ubicuidad y proli-

fenacidn.



Con tales caractenfsiicas, P, aguuginosa avanza pox medio de excenzimas
y exotoxinas originando enfermedades que atacan en forma directa, £o0s thae-
o5 wninanios, respiratondos y gastradntestinal, Lo que ocaciona enfermeda-
des que ¢ inician en La superficic epid€umica de Los pacientes, o cn £as
mucosas del oido y Los ofos (30,31,32). P.aeruginosa Llega a afectar tam-
bién ol condbn unbilical de €os neci€n nacidos debido a malas medidas de
asepsdia y antidepsia {32). Dichas afecciones son fa causa del deferioro
en Los tejidos del paciente enfermo y en La disminucién de su resistencia

personat (21,32},

En infeceiones del taaeto urinario, P. acmuginosa se instala en pacien-
tes con obstrucedln, quienes estdn sujfetos a manipulaciones de La uretra
{32}).

TRACTO GASTROINTESTINAL

P. aerugingsa inicda su internamiento a través del tracto gasiredntesti-
nal pen medio de infeccienecs aimples, principalmente en aquelfas que afec-
tan a {ngantes mematuncs o a menored con ancralias congénitas que, a £a

postne, tenminan manifestando septicemia (32},

La otitis extema es otra de fas enfermedades causadas por P. aemuginosa
cate padecimiento se <{nicia con una Lnfeceibn en {a mucosa del ofdo ¢ ra-
dica en fa mastoide y en el seno paranasal, La otitis es mds frecuente en
climas tropicales, Los pacientes presentan un cuadno crdnico con drenafe
de Llquidos serosanguineo o purulento hacia el conducto auditivo extauno.
£8 notonio el desarollo de esta enfermedad, especialmente en personds --
diablticas (32).



EL mubtineferido bacilo ataca al ojo mediante infecciones que es frecuen-
te encontran a manera de ubceraciones corneales que finalmente destruyen
el globo ocutar (5,15,32}. Una de fas {nfecelones causada por P. aehugino-
da  es fa conjuntivitis puwlenta. Son causa de infeccioned ef uso de Len-
ted de contacto y La contaminacibn.

1.3 INFECCIONES EN QUEMADURAS v LESTONES

las quemaduras y Las herddas constitugen Los accidentes mds ghraves y fre-
cuentes a £oa que se enfrenta fa humanidad, Eatos desafortunaded hechos --
pueden Zenet serlas consecuenedas y aequetin de un Lratamiento digledl de
LLevar a cabo, para su cuna y postenion acstauracidn {1,15,18,32).

las quemadwras abarcan una supendicdle coaporal amplia, con Las consdiguien-
tes problemas que conlleva, debido a £ad (nfecciones que se presentan entre
La piel y el tejido subcutdneo. Es ahi, pon tanto, donde se implanta P.
atuginosa penetrando ‘Las headdas y deeeras, en fonma tal que pueden dar
fugar a una dermatitis (1,3,9,18).

Bajo fa costra de abgunas quemaduras, se chea un {ngiftrade masive de
bacternias y de células inflamatorias, que comunmente sirve de foco para La
dwasibn y §inabmente fa bacteremia. Eska ocwrre en pacientes debilitados,
en infantes prematuros, en pacientes con Linfomas u otios fumones malignos,
que genere un dujelo Lnmunosuprimido, sdiendo causa {impontante de muerte en

pacientes con severas quemadunas (1,18,30).



la diseminacin hematdgena es earacterizada por abscesos hemonrdgicos en

muchas dread, incluyendo La plel, corazdn, pulmén, rifiones y meninges {32},

INFECCTONES EN EL TRACTQ RESPIRATORTQ ENFATIZANDO. LA FIBROSIS QUISTICA

la infecedln pulmonar esta asociada. con microabscesos. P. aeruginosa
frecuentemente se aisla del esputo de pacientes con bronquioectasis, bron-

quitis cadnica o §ibrosis quistica [FQ) 116,17,35].

la bronquitis i La bronquiolitds scn sucesos de La gibrosdis quistica, en
" Los cuates cs frecuente aislan fas vardiantes mucoides de esta especie bac-

terniana {35},



CCAPTTULO 11

2,1 DEFINICION DE FI1BROSIS QUISTICA

La FQ es una enfewmedad mubtisistémica hereditanin de candeter auto-
a0mico recesdlvo caracterizada pox anonmalidades en 2a funcibn de Las

glandulas exbeninas {7,33,34,36),

Las puineipales canacterfsticas clinicas pueden explicarse con base
en Las secreciones mds viscosas de Las glindulas mucosas, por Lo que
se Le Leama mocoviscidoads, que Lleva a La obatruceiln del pdicreas -
[insugiedencias pancreftica en el 8§03 de Los pacientes) y -a procescs

pulmonanes obstuuetivos, difusos cndnicos que provocan Lingecciones {33).

" En oL 97% de Los casos, of sudon de estos pacientes predenta Ancae-

mento de 3 a 5 veces £a concentracibn nonmal de sodio y clono (33,34).

La FQ causa desajuste particularmente en aquelfas personas que pade-
cen thanstoanos de candeten hereditanio (9,36).

Este padecimiente se identifica pon fa serie de {regularidades que
genera, afectande fas funciones glandulanes exdgenas def {ndividuo,

Casi todos Los que La padecen, desarrollan enfermedades progresivas
y cafnieas, wbicadas en el sdstema aespiratornio. Es ahi donde (as afec-
ciones pulmonares son cawsa de un preocupante indice de mortalidad y
monbilidad (9,32,34).
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la hipertensidn pulmonar se desarrolla en pacicentes con FQ con devera
‘obstruceibn adrea; £os cambios pulmonares: fa hipertrodfa de gldndulas -
bronquiales, seguido de un aumento -de viscosidad ded moco (20). Eazas in-
fecciones acanrean a {a bronguiofitis y proghesidn centripeta de enfer-
medades undobaonqu,iaié que da como hesultado £a bronquitis cabnica, fa
bronquioectasis e {nflamacich penibronquial (9,32,33,34,36].

La FQ es comin entrne Las poblaciones de origen ewnopeo. En un muesdtnreo
LLevado a cabo se concluys que La incidencia es proporcional a fa penetra-
eidn de genes caucdsicos, ya que La enfermedad 4e presenta en uno de cada
mil nacidos vivos blancos, mientras que en Los neghod americanos se detec-
ta un caso por cada 17,000 habitantes, y en £0s hawaianos d0Lo uno de no-
venta mif. Es notable la nareza de este padecimiento en &a poblacifn negra
africana. la incidencia def gene de La FQ en Los blancos americanos es uno

en veinte (32),

La mayonria de pacientes con FQ son diagnosticadoes en niiles, pero algu-

nos se eseapan a La deteccifn, y se captan siendo adultos.
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2.2 PRINCIPALES MANTFESTACIONES DE LA FIBROSIS QUISTICA

2.2.1 Respinatonio/Candiovascular

~ Bronquiids, Bronconeumonia, Bronquicectasis, Abscesos pulmonares,
Aspengilosis.

- Atelectasia

- Sinuadltis, polipos nasales
- Hipertensién Pulmonar

- Preumozohax

- Tnsudledlencia Candiaca

- Hemoptlais

- Insufielencia nespinatornia,

2.2.2 Gastrointestinal

Al Intestinal

~ 1Lebn meconial

- Volvulus

- Atresda 1Leal

- Impactacidn Fecal
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Preumatos<s {ntestinal
Invaginacidn

Caida nectal

} Pancredtico

Nutricional con neduceldn pancredtica
Esteatorrea

Diabetes mellitus

Pancreatitis necwrrente

} Hepatobilian

Atnodla en La vesfeuba bikiarn, Coleliatinsis
Piednas de sales bifiares

Cirrosis biliar focal

Hipentension Pontal

Varices Esofdgicas

Hiperesplendismo

Hemonnoides

.2.3  Sistema Reproductivo

Vanones: Estenilidad; £os vasos deferentes, epidfdimo y vesleubas semina~

Les ausentes ¢ defectuosos.
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~ Muferes: Fentilidad disminulda: ineremento de viscoddidad de secre-
eddn vagdnal,

2.2.4 Esqueleto

- Retarda La madurez del hueso
- Desmineralizacibn
- Osteoantropatia hipertrbfica

2.2.5 0tnos

= Disminueidn de Sales

~ Dolor de Cabeza

- Hipertrogda de Las gldndulas salivales
- Hemornagla de La netina

- Hipeatroila de fas gl:dndu.?.a.b apberingd.
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2.3 TRATAMIENTO DE PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA

los pacientes con bronquitis crénica se tratan con §isioterdpia pulmo-
nan y con un programa de efencicios, Lo que {ncrementa el mecanismo de

drenaje.

EL control de Lnfecciones bacterianas o cofonizaciones son manejadas con
terapla especlfica de antibifticos pana el organismo aisbado en el esputo
de pacientes con FQ. la resdistencia de P, aeruginosa a antibifticos es fne-
cuente en cepas alsfadas de paclentes con enfeunmedad quanzada. En general
se administran aminoglicbsidos intravenosamente en combinacifn con penici-
Lina modigicada o cofalosporinas (14,35,

Los antibifticos en aerosol tienden a sexn usados en el tratamiento {32).

EL manejo del broncoespasmo de La {nfeccibn s¢ presenta en paciented --
con FQ y el tratamiento es a través de broncodilatadones en aerodol, La
pronta atencibn y terapla especifica de complicaciones de enfermedades pul-
monares tlenden a sen factones Importantes en fa sobrevida del paclente -
con FQ {32},

Los casos de esclerosis pulmonar son tratados con agentes fales como fa
tetracicling o quinacrina, o realizando plewrotonfn.
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CAPITULOD T11

3.1  DEFENSA DEL HUESPED CONTRA Pseudomonas actuginosa

Pseudomonas aeruginosa, Las vacunas polivalentes pueden estimubon el
desarriollo de anticuenpos opsonizantes+, pero La utilidad médica en Los -
enfermos con {numunosupresién y neutropbnia, que son Los que ilenen magor

niesge, no ha sido demostrada (10).

Opsonizacidn; La funcibn de fas opsoninas del suero (GK.opsoned, prepa-
nan el atimento) es fa de neaceionar con microonganismos y volvenlos mds
susceptibles pora su ingestibn por Los fagocitos. la virubencdla de muchos
agentes patfgencs se nelaciona en parte con su capacidad para evadin La
fagocitosis en virtud de ciertos antlgenos de superficie (10).

Los microonganismos en Loy cuales Los factores supenfdiciales antifagoci-

tanios son de importaneda, {ncluyendo Streptococcus pneumonige y P. aeru-

ginosa (polisacaride capsufan) entre oiros.
La opsonizacibn de Las bacterias puede ocwrrin porn cualquiera de £os 3

mecanismosd :
Primero, el anticuerpo especlfico pon s s0lo {subcLase 1961 e 1gG3) pue-

de actuar come opsonina, en abundancia de anticuerpos. Aqui, el anticuerpo

anticapsufan se combina con Los pofisacanides antigénicos de £a supergicie
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de P. aguwginosa a través de sitlos de combinacifn del anticuerpo Locall-
zados sobre fo poncitn Fab de esta moléeula de inmunoglobulina, ia paﬁciﬁn
Fe sc¢ adhiene a Los sitiod nreceptones sobre La superficie de Los fagocitos,
complementando en esia forma un puente entre fas bacterias y el fagocito
{10).

Segundo el anticuerpo especlfico, actuando junto con el complemento a -
través de £a via cldsica C1, 4, C? puede promover La opsonizacién micro-
biana. Aquf, una cantidad de anticueapo, ab panccen Lnsuficiente para op-
sonizan por 85 mismo, puede reaceionar con Las bacterias y activar en su-
cesddn progresiva La via clfsica def complemento, Los siti{os receptores -

T para C3 ac,u'vado‘ &2 encuentra sobre fa superficie de:fos fagocitos (esque-
ma 1}, EL C3 activado Aolm.é La superficie de £a bacterin sinve aparentemen-
Le como un puente entre £a bacteria y ef fagocito acelerando su ingestifn
(101,

Terceno, La opsonizacidn puede sen {nedpeclfica, a través de La via al-
towa def complemento. Aungue el anticuerpo es nequerido en forma absolu-
ta para fa actividad opsbnica mediada por Lo via cldsica del complemento;
£a uia.aibte/ma no hequiene de fa reacclbn antigeno-anticuenpo. En su Lugan,
esta via es activada directamente por polisacdnidos bacterianos, méebti-
cos, que resultan en La gifacibn de €3, el factor opadnico cucial, a La

 supenficie def microonganismo, £a ingedtifn pon Los fagocitos esrd medida
por Lo tanto, pon ef neceplon celular para el €3 activado (10).
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3.2 TERAPIA DE INFECCTONES Db Pseudomonas aeruginosa

Las dnfecclones cutaneas causadas por P. aeruginosa pueden ser iratadas
por funigacidn con deido acbtice al 1% ¢ con antibibticos tbpicos, catre

£o8 que se pueden usan el colistin y pofimixina B (31,32,33).

La debridacidn ¢ drnenafe de material pwulento, es esencial cuando el -
tejido profundo es agectado, Pox mantenerse @ profundidad La infeceibn en
el tejido, puede ponern en peligro £a vida del paciente causando {nfeccio-

ney tales como pneumonia ¢ bacteremfa (5,15).

LaA\amx.’uogLéc&ALdaa; tobramicina y gentamicina inhiben el creeimiento de
Las cepas. En pacientes con funcibn nenal nonmal, se aplican dosis dividi-
das de 5mg/Kg pon dia; con &sto se¢ suministran niveles {nhibitonios. la
amikacing es activa en contra de P, achuginosa y es especialmente dtil -
contra cepas que tiene desarrollo enzimftico y nesistente a médicamentos
como aon £a tobramicina y gentamicina. Esto tiene que aer Awnéni,ax‘)u;da en
dosis de 15mg/Kg por déa en dosds divididas. Ticareilina y Mezlocilina son
activas a dosis de 16 a 20 grms pon din (14,32),

la piperacilina y La azlocilina son activos in vitro contra afgunos ais-
Lamientos no inhibidos por ticancilina. Eatos aisfamientos sovi de onigen
hospitalario. la combinacidn de un aminoglicsido activo contra Pseudomo-
nas, ademds una penicilina antipseudomonadal es empleada frecuentemente,
con el §4n de netrasar La apericibn de nesistencia durante La terapla Lo
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que duministha y aumenta La actividad antimicrobiana especialmente en pa-
cientes granulbocitopenicos con infecedibn de P. aeruginosa {36).

La suceptibilidad antimicroblana de Pseudomonas, incluyendo a P. agrugi-
nosa es variable y algunos de estos aislamientos tal vez resistan a amino-
glicbsidos (14,32).

Algunas cefalosporinas similan a ce&ape.mzmm'aon activas solo_<in vitho

contra muchas cepas de Pseudomonas (32).

3.3 PROFTLAXIS

Cuando son {nfecclones mixtas con Pseudomonas a nivel hospitalario, estas
pueden sen aeducidas con atencibn cuidadosa o téenicas asépticas y un buen
control de a infeceibn pon medio de un sistema antibibtico profildetico,
tratando de prevenin la coonizacién e infeceifn con P. aeruginosa (11,35).
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CAPITULO TV

DESARROLLO  EXPERTMENTAL

4.1 MATERIAL UTTLIZADO
1.~ PROCEDENCIA DE LAS CEPAS ESTUDTADAS:

Se estudiaron pacientes con el diagnfstico clinico y de £abonatonio
de Fibrosis Quistica procedentes del Instituto de Fibrosis Quistica.

a) Cepas Coitrol: Psoudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Siaphy-
Lococus alreus ATCC 25923 proporcionadas por Abbott Labo-
aatornics de México S.A,

4,1.2  MEDIOS DE CULTIVO

a) Medios para dransporte: - Caldo Nutiitive de (Difco)
b} Medios pata Adsfamiento:--Agar Mae Conkey [Mereh)

~ Pseudomonas Agan (difco}

- Agar Base sa:lgﬁe {Meack) comple-
mentada con el 5% de sangre de
caneno dedfibrinada,

- Infusidn Cerebro Corazbn de {Difco)
dializado-Agan de [Menck)-Leche dea-

cremada,
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¢} Medios para Identificacifn Bioquimica:

- Base Ox{dacifn Fermentacidn [BBL) mds canbohidratos [Glucosa, Habio-
4a, y Xikosa).

~ Base Descanboxilasa de Moellen: Arginina, Lisina y Onnitina. (Merck)

~ Medéo Cithato de Simmons (BBL)

~ Medio Nithatos (Difco)

- Medio KLigler (Menck)

~ Wedio Urea de Cristensen (Merch)

~ i'edio SIM (BBL)

d} Adiciones

- Canbohidaatos: D (+) Glucoda, Maliosa (Menck)
D (+) Xilosta [Merck} a una concentracidn 108 para el
med{o OF basal,
Trealosa (Mench)
d- Manitol [Difee) a una concentracibn de 0,5% para
£a base cabdo acfo genol.

L= Aminodeidos al 1% pora descarboxilasa base Mocllen:
~ Lisdina
- 0anditina

- Arginéina



e

e} Medios cmpleados para La preparacibn del inbeulo

Sofucibn Satina Lsoténica al .85%
Mac Fanland del 10.5 al 0.1%

1

BaCcl, al 0.43M 1.7, Baker (0,5me)

”2504 [Meack] at 0.36N (9.5mL}

S

.1.3  MEDIOS PARA DETERMINAR PERFIL ENZIMATICO

Hedio para determinat La actividad de fa Desoximiibonucleasa (DNAasa
agan (BBL)}. ’

1

Nedio para fa detenminacifn de Fibrinolisina: Plasma eitrato y Cacl,
af 0,258,

1

Medio para La determinacibn de gelatinasa: Gefatina Nutritiva (Merck)

Medio para observar fa produceibn de hemofisina: Agan base sangre {Merck)

complementada con sangre de carnero al 5%,

Medio para observar fa Lecitinasa: Agar Sangre [Merck), yema de huevo,

solucibn salina Tsoténica en proporedbn de 1 @ 9,

Medio para La determinacddn de Lipada: Agar base sangre complementado

con Tween §9,

Mcziéo pora detewminan La produccibn de proteasad: Leche descremada y

Agan Bacterniolbgico {Bloxon}.

‘Medio pare ta producedidn de elastasa: Agar elastin {Sigma)
- Prueba de Oxidasa: Tetrametil para-§enilf-endiaming-hidrocarbuno [Sigma) y
agua destilada.
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PRODUCCION DE PIGMENTO Y FLUORECENCIA

~ Agar Centrimida (Difco)
~ Infusifn Cerebro Corazbn dializado {Difco)

~ Agan Leche descremada

4.1.4  MEDIOS EMPLEADOS PARA DETERMINAR LA SENSIBILIDAD ANTIMICROBTANA,

- Catdo de Mueffer Hinton (Merch)

- Agan Muellen Hiton (Merck)

- Infusifn Cerebro Corazén (BHI) 5 me

~ Mae Farland af 0.5% con solucibn salina isotbnica.

~ Antimicnobianos empleados:

Por Disco
* Acido nalid{xico (Nx) 30 meg {Bigaux)
* Ampicilina [Ap) 10 meg (Bigaux)
* Canbencitina (Ca) 50 meg {Bigaux)
* Cegalotina (Cm) 30 meg {Bigaux)
“* Clindamicina (CLL) 2.5 meg {Aboot)
* Clonangenicol (CL) 30 meg {Bigaux)
* Kanamicina (Km) 30 meg {Bigaux)
* Nitnofurasona (NL) . 300mcg - {Bigaux)

* Tetracdelina {Tc) 30 meg {B{gaux )
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~ Tinetoprim-Suliametozasol (T/S) 25 meg {Bigaux)
~ Endtomicina [E) 15 meg {Bigaux)
~ Cegsulodin-Sodico (Cef) 30 meg {Digeo)

4.1.5  DETERMINACION DE PATRONES

- Cakdo Soya Tripticasa (Merch)
~ Lémpana Miverali FHP modefo (R-51) W.H. Curtin & CO.
- 0.3 m{ Clonoformo (J.T. Bachen)

3 mL de Catdo Lwria: Bacto Tniptona (Difco) extracto de Levadura (Difeo)
Nacf {J.T. Bacher) Timina (Merch)

- Agan Nutitivo (Merch)

- Replicadon de Steers

4.1.6  CRISTALIZACION DE PROTEASAS

~ Glucosa (dexb«.aoa) 7% (Digeo)
- (NH"I2 HP04 1% ‘ (J.T,Backexr)
- Naz HP(74 * 12mol H20 0.5% (J.T.Backer)
- Extracto de levadura 2% [Difeo)
- CtICO3 2.5% {J.T. Backexr)
- KHZ P04 0,2% {J.T. Backenr)

~ Mgs0, 0.05% {Menck)
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4,2 MATERIAL v METODO

4.2.1 Exudado Farningeo, Obtencifin, procesamicnte y aislamiento

Se eligienon pana of presente estudio, nifos con Fibrosis Quisidea
clinlcamente diagnosticados, a Los cunles se Les realizd exudado fanin-
geo en Las condiciones .indicadas pon La Literatuna (32), empleando hiso-
po con algoddn esténil y siendo esta mucstra transportada en BHT {Infu-
&46n Cencbro Corazdn) al faboratonio para su procesamicnto, que consis-
26 en La sdembra en medios s62idos de agar Mac Conkey, agar Pacudome-

nas y agar base aangre complLementada con sangre de carncro.

La siembra s¢ realizf descargando el hisopo en fos medios antes re-
fenidos y efectuands el estriade con asa bacteriolgica con el fin de

Logran el adsfamiento colonial.

La incubacibn se LLevl a cabo durante 18 a 24 has a 35-37°C de tem-

peratiha,
4,2.2  ldentificacibn Bioquimica

La deteaminacitn bloqibnica se efectus posterion a £a Lectwra de ia
moniologla colonial, produceibn de pigmente y tincidn de Gram, eligien-
do una sof& cofonia a partin de a cual se sombranon diferentes tubos
conteniendo- Los medios para La {dentificacibn bioquinica recomendado

por La Asociacin Amerndicana en Microbiologla.
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La interpretacién de cada una de Estas pruebas se e&eetua’ de acuerdo a

£04 siguientes puntos:

a} Base Oxidacibn Feamentaci6n (BBL) mds carnbohidratos (glucosa, maltosa
y xifosa).

La pueba de oxidacifn-fermentacibn se efectia para determinan el meta~
bolismo oxidativo o feunentative de un hidrato de canbono. Especificamen-

te en fas puebas efectuadas, esta bactenia tiene un pruceso oxidativo.

Oxidacidn,

a) Produccidn de dcido

b) Base Vescanboxilasa de Moellen (Merch): Arginina, Lisina y Oanitina.
Mide ﬁa'capau‘dad enzimitica de un organismo para descarboxilar un ami-

nofieddo y foimar una mnina con La consiguiente alealinidad.

« Pteba positiva: Pdnpura twibio a wi Pérpuna ameilfento apagado (pro-
ducido pon La Cadaverina).
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¢) Agar Citrato de Simmons ¢ de colot verde

Prueba Positiva.- Vire de colen azul {ntensc en el pico de 4Lauta, csio
nos <ndica &4 un ongandsmo es capaz de wtélizan el

citrato como una fuente de carbone para su metaboldsmo,
provocando alcalinidad.

d) Agan KLiglen; Prueba Negativa.- No femmentacién de gfucosa ni de Lactosa.
En el pico de flauta, reacedln alerling
color nojo.

e) Agarn Nitrates (Difco); Prueba Pos.itiva,- Deteunina £a capacidad de un
ohgandisme de reducin el nitrato
et nitrites ¢ nitadgeno Libue.
Cofon nosado a nojfo Lntenso.
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Para determinat el género y especie de Las cepas obfenidas se rea-
Lizaron {ns prucbas bioguimicas comrespondientes, Esto permitic congi- )

deaon a P, agtuginesa de acuerdo a £a diguiente Labla.

PRUEBA BTOQUIMICA REACCION PORCENTAJE
Indog - 0
Citrato de S{mmons +

Sulduro de hidrnégeno H,S8 - 0
Ureasa - 33
Gas de glucosa . - l 0
Lactosa ' - 0
Novilidad + 97
Lisina - 0
Atgining + 99
Gedatina (22°C) + : 50
Xifosa 0 ' 0
Giucosa 0 0

Nitratos + : 75.
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4.2.3  DETEFMINACION DE PERFIL ENITMATICO

Empleande el método de cdlandarizacdbn del infeulo se tomardn 0.3me

de cada una dilucidn de T X 10°

con Lo cual obtuvimos aproxdmadamente
40 colonias en medio Agar leche descromada.

Estas colonias se Lnocularon en Agar DNAasa La cual fué tncubada a
37°C dunnnte 24 has, al t&mino del cual se €e aiadieron unas gotas de
feido clonhfdrico al 108, produci€ndose un halo de decoloracién alre-

dedor de fas cepas positivas. (13).

Para La detewminacidn de La Fibrinolisdina se emplearon 0.5 ml de -
ptasme citratado al cual se¢ fe afadienon § gotas de CaClz al 0.25%,

La mezeda fué incubada por 10 min a 37°C, Lo que favoreci6 £a fon-
macdén de un codgulo. Una vez forumado €ste, ac aladigron 0.5 ml de un
cwltivo de toda La noche de fas cepas a estudiar en BHI,

Despubs de un peatodo de incubacibn por 13 hns a 37°C, una puucha

positiva pemitid observar La destruccitn del codgulo.

La deteruninacibn de hemolisinas se efectud empleando of replicador
de Steers como {noculador miltipte de €at cepas a gstudian en agan san~

gre y La {ncubacibn fu€ de 24 fms a 37°C {13).

EL mismo método se empleo para La deteaminacifn de Lecitinasa

en medéo de Agar Base Sangie complementada con yema de huevo y {a deter-
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minacibn de Lipasa cenmpleando cf detergente Tween 80, EE Ziempo de -

Licubacitn para edtas dos pwebas fuf hasta de 72 fhns a 37°C (13},

la deteaminacisn de {a capacidad para producin elastasa, ac efectud
el Agar efastina y ol (ndalo empleado §ué depositado en pequeiios po-~
zos de 4mm de diffmetno tealizades en ef medio, la {ncubacibn se efec~
tud a 35°C dunante 24 a 72 s, manifestdnduse una pueba positiva pon
el aclaramiento del mediv de cultive alrededon del poze (13),

La detewminacibn de La celagenasa utilizande gelatina nutritiva en
el tubo, se efectud a traves de La {noculacibn de este medio con 0.5
ml del cultivo de tfoda La noche e incubdndose a temperatura ambiente
{aproximadamente a 22°C) dutrante 5 das. Una prueba positiva se mand-
fests a trav€s de La Licuefaccibn del sustnato (13},



4.2.4 DETERMINACION DE SENSIBILIUAD ANTIMICROBIANA

las cepas a estudion fueron inbeuladas en 5 me de Infusidn Cerebro Cora- .
z6n (BHI) e Lnatbadas durante toda La noche a 35°C, ajustdndose La turbi-
dez a un Mac Farland 0.5% con el empleo de sofucifn salina {sotbnica,

Este precipitado fue ag&ada e {nocukbado en placas de petri conteniendo
Agan Muellen Hinton hecientemente preparado, empleando para ello, un hiso-
po de algodén previamente esterilizado distribuybndofo uniformemente so0-

bre La superficie (Esquema no. 2).

Los sensidiscos que contenian antibifticos a probar fueron aplicados des-
pués de 3 a 5 min de haben {noculado La bacterin con el {in de mantenerlas
decas Loy eafas inocubadas, estos unidiscod fueron distribuidos de tal --
maneta que fa fectura fuera adecuada.

Esta Lectura se efectud 15 hns despucs de laben inoculado Las placas a
35°C.

la interpretacion de la Lectura se realizé midiendo of hatlo de inhibi-
cibn de crecimiento, tomando como referencia fas medidas sugeridas para ca-
da uno de Los antibibticos (14}, Las cepas empleadas como neferencia fueron

Pseudomonas achuginosa ATCC 27833 y Staphylococus adreus ATCC 25923 (eepas

control) .



SENSTBILIDAD  ANTIMICROBIANA

Pseudomonas  aciuginosd

INOCULAR EN Sme DE CALDO BHI
{INFUSTON CEREBRO~CORAZON}

3
INCUBAR A 35°C DURANTE TUDA
LA NOCHE

AJUSTAR LA TURBIDEZ CON EL
MAC FARLAND A 0.5%

INOCULAR EN AGAR MUELLER
HINTON CON HISOPD ESTERIL
EN TODA LA SUPERFICIE.

COLOCAR LOS SENSTDISCOS
SOBRE EL AGAR.

INCUBAR DE 18-24 RS, A 35°C
OBSERVAR RESULTADOS

Esquema No. 2



4.2.5 DETERMINACTON DE  PATRONES  PICCINICOS

Los patrones pieciinices se determinaron en cultivos recdentes de cada
una de as cepas de P. aeauginosa; se {noculmrion en 7 mi de calde soya

tuipticasa {Meack) y se Lneubanon dunante 14 has a 32°C.

Posteniommente el cultivo ful verntido en cajas de Petni esténiles y
expuestos a Lo uz ultravioleta (Ldmpara Mineralighp) modefo (R-51) dunan-
te 55 deg y vuelto a xefncubar pon 24 hrs a Lo misma temperatura. Pasade

este tiempo se agregaron 0.3 m€ de clonodonme {12).

EL contenido se sometil a agitacidn dunante 10 ascg scguido de centrifu-
gactln a 1500 apm durnante 15 mén; finalmente, se elimino el cloroformo --
con una pipeta Pasteur y el sobrenadante se hecolecto para su udo Lwmedia-

to {12).

Las cepas indicadonas se cultivaron en 3ml de caldo luvéa g son Lncuba-
das a 32°C dunante 3 s {12).

La <noculacidn de Los extractos péoptnicoa se realizd en agar nutritive
empleando el nepficadon de Steers y dejando secar a temperatura ambiente
més tarde; Las cepas imdicadoras s¢ sembraron por edtrlas cerradas y ae -

incubaron durante 15 hns a 32°C,



T
CRISTALTZACION DE PROTEASAS:

4.2.6  CRECTMIENTO DE P, actuginosa EN MEDIO SINTETICO

Se enltivé 2a cepa en 100 me de medio semisintético contenido en
un frasco de 500 ml; de rcubs en agitacibn (130 npm a 28°C durante 4
dias} y se centridugd ef calde a 5000 apm duwante 20 minutos. Poste-
rioamente se depard el scbrenadante para trabajarto, LLevandolo a una
satunacidn de 0.6 ga/mé con NH4$02 s6Lido ¢ se celocl durante foda La

woche a una temperatusa de 4°C.

EL precipitado fomado en cste caso (cristales) fue disuelto en --
agua desionizada (10 m€) y se almacent a una temperatuna de 4°C. Dek
sobrenadante hestante se lizo otra centrdfugacitn a 5000 mpm durante

20 minutos ponr segunda vez, obtenibudose una porcifn clara,

Pana detenctan La actividad proteolitica se tomd una pequeda porcién
del nesdiduo del piimen dobrenadante y 4e sembro cn agar Leche, obser-
vdndose el halo de degraducidn de fa caselna. Se hizo una segunda ex=
thaceidn con 10 ml de agua desionizada i el residuo que quedo, ¢ cen~

" tnifugo (27).

Bt extrcto fué combinado con el sobrenadante {ni{cial. A esta com-
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binacién clara se Le aiadis sulfato de amonio @ unn saturacidn de 0.6
g/ml. Despuds de una noche, el precipltado {eristales), se colects pon
centrifugacibn y se disoludis en agua desionizada {10 mij. Se confunta~
aon el piimero y segundo precipitado en agua desionizada, despuls se
Les afiadi6 acetona a 4°C a La solucibn, hasta que La difucifn £Legd
a 65% (27],

Se necolectd el precipitado [cristales) pon centrdifugacidn 5000 pm
durante 20 minutos ¢ se disofvid en buffer de fosfatos a 0.024 a un ph
8.0 y eato se diafdzf contra el mismo amontiguador por 2 dims a4 una ~
temperntura de 4°C, Esto jue probado cn placas conteni{ende Agar Leche

deseremada para proban su actividad proteoliticas (4,8,271.
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. DIAGRAMA DE CRISTALIZACION DE PROTEASAS

PACTENTES CON FIBROSIS
QUISTICA

TOMA DE EXUDADOS ¥ TRANS-

PORTE EN BHI

AISLAMIENTO DE COLONTAS

CON ASA BACTERTOLOGICA
STEMBRA DEL INOCULO EN
MEDTOS  SOLIDGS:
AGAR Mac CONKEY
AGAR PSEUDOMONAS
AGAR BASE SANGRE
l
INCUBACTON DURANTE 15-2
;i 35-371°C

4 fws

DETERMINACTON DE MORFO-
LOGTA COLONTAL, PRODUC-
CION DE PIGMENTUS, T1N-
CION Dé GRAM.

TOENTIFICACION BIOQUIMICA
SIGUIENDD LOS CRITERIOS
COMUNKENTE UTTLIZADOS EN
BACTERTOLOGIA DIAGNOSTICADA,

PERFIL. ENZIMATICO

CRISTALIZACTON DE
PROTEASAS.

SENSTBILIDAD ANTIMICRO-
BIANA STGUIENDO LA TEC-
NICA DE KIRBY-BAUER

v
DETERMINACION

UE
PATRONES
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CAPITULO V

RESULTADOS

Para conocer e identifiear pfenamente fas caracterfsticas fenotipi-

cas de Las Pseud $ aemiginosa y edpecificamente aquellas aisfadas

en menones con diagnbstico de 4ibrosis quistica, se nealizanbn 20 exu-
dadod farlngeos, De £as 20 muesinas, dndicamente 10 exudados presenta-
ron ol agente que motiva fa presente investigacién,

Las cepas Localizadas en Los exudados de cada une de {os 10 infan-

Tes fuenon alsfadas y se encontrd fa sigulente morafofogia:

a) EL 100% estaba constituldo pon cofonind mucoides
b) EL 100% produfo pigmente

c) EL 20% mostrs fluoneceina .

{tabla no, 1)

las puebas realizadas {n vitro para deteninar fa capacidad de ~
produceibn de excenzimas relacionadas con La patogenicidad de £as cepas
indicaron que La produccifn de excenzimas por Las cepas esdtudiadas fué
muy afta. Se observd tambifn que todas Las cepas aisfadas de pacicntes
con §ibrosis qulstica tenfan Lo capacidad para producin:
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MORFOLOGIA COLONTAL DE CEPAS DE Pseudomonas aeauginosa

AISLADAS DE PACTENTES CON DIAGNOSTICO DE FIBROSIS QUISTICA

COLONTAS  MUCOTDES 100%
PRODUCCION DE PIGMENTO 100%
PRODUCCION DE FLUORESCEINA 20%

\ TABLA No. 1
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PRODUCCION DE EXQENZIMAS POR Pseudomonas achugingsa AISLADAS
DE PACTENTES CON DIAGNOSTICO DE FIBRUSIS QUISTICA

EXOENZIMAS F 3

PROTEASA 10 100
COLAGENASA 10 100
LECITINASA 10 100
ELASTASA 9 90
LIPASA - 9 90
HEMOLTSTNA 8 80
ADNasa 4 40
COAGULASA 0 0

Fs groeuencia

Tabea No, 2



- §0 -

a) 1005 de proteasa, colagenase y fLecitinasa
b} 90% de clastasa y Lipasa
e} 80% de hemolisina

dl  40% de ADNasa

De las cepas- tomadas para £a prueba de exeenzdmas, dnicamente el
10% produjo coagulnsa.
{tabfa no, 2 )

De Lo {hvedtigacidn nealizada en materia de fa enistalizacibn de

exoenzimas, se desprende Lo s{gulente:

Que £a cristalizacifn de exoenzimas se obtuve sigulendo of método

de Morchara, se LLevé acabo @ través de un medio sintético [fig no3 ).

Se confiamé también La actividad proteollitica {in vitho) de Los eris-
vméeb, enpleando el sustrato agan-Leche descremada, se obseavd en su
entorno un "halo" blanquecino, oniginado por fa degradacibn de caselna
l§€g no. 2}, Se deteeitf tamblén otro "halo" blanquecino {mfs pequedo)

euando en ol experiments se utiliz6 agan elastina (§ig no. }).

En Lo pweba de sensibilidad, se deteaming ol patabn de Acsistencia

fnente a Los siguivntes 17 antim{chobianos.



ACTIVIDAD ELASTOLITICA

ACTTVIDAD  PROTEOLITICA
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PRODUCTO INTERMEDIO DE CRISTALIZACTION
VE

PROTEASAS DE Pscudomonas agauginosa.

Fig. no. 3



PRODUCTO FINAL DE LA CRISTALIZACION DE

PROTEASAS DE Pseudom

onas aeuuginosa
3 =

Fig. no. 4

EFECTO in vitho DE LOS CRISTALES DE
PROTEASAS DE Pieudomonad aeruginosa




PR

Ampiellina (Ap), Nitrejurazona (N{), Lanamicina {Km), Cefalesporcna {Cel,
CLindamicina (CL¢), Tetwaciclina {Te), Enitremicina (E}, Trimetopnin-
suldametoxazol (T/8), Carbenedifina {Ca), Acido nalidfxico (Nx}, Cefsu-
Lodén-S6dico {Cef}, Cegalotina {Cm). Sdin embargo el 100% de Las cepas
de P. aeruginosa fue xesistente a Lo ampicifina, nitrofurazona, Kanami-
eing, cefalotina y clindamiedina, el 90% a £a tetracieling, eritromicinay
imetropim-sul jametaxazol. EL menon porcentaje de tesdistencia ocanri
para carbencdfina 40%, dcido nalidlxice 20% y cefsulodin-s6dico 10y (ta-
bla no. 3 ).
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FRECUENCIA DE RESISTENCIA DE P. aeruginesa
A LOS ANTIMICROBIANOS
AISLADA DE PACTENTES CON FIBRUSIS QUISTTCA

ANTTHICROBIANOS FRECUENCIA POR CIENTO
AMPICTLINA 10 100%
NITROFURAZONA 10 100%
KANAMICTNA 1o ‘ 100%
CEFALOTINA 10 1008
CLINDAMICINA i0 100%
TETRACICLINA 9 90%
ERITROMICINA 9 90%
TRIMETOPRIM/SULFA

METOXAZOL 9 708
CARBENCTLINA 4 40%
ACIDO NALTOTXTCO 2 20%
CEFSULOPIN-SODICO i 108

Cepas de Referencda

Pscudomonas ashuginosa ATCC 27553

Staphylococeus aeneds ATCC 26923

Deteminacidn poa €a Téenica de Kinby-Bauer

Tabla no, 3
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En rosumen:

lay caracterlsticas fenotipicas de Las 10 cepas de P. aeruginosa aisfa-

das de pacientes con 4ibrosds quistica, mostraron wna morfologia mucoide.

EL 100% de £as cepas pdujeron protease, colagenasa y Lecitinasa; el 90§
elastasa y Lipasa, ef §0% y 40% nespectivamente hemolisina y ADNasa. Solo
el 10% produjo unicamente coagulasa.

EL patnbn de resistencia a Los antibibticos {ndica que el 100% de Las
cepas fué resislente a; ampiciling, kanamicina, clindamicina, cefalotina
y cloranfenicol.

EL 90% Lo fue para trimetoprim-sulfametoxazel, eritromicina y tetraclclli-
na.

EL 40% para Canbencilina y el 20% para ef Acido nalidixico.

De todos Los antibibticos probados el de menor porcentaje de resisten-
cia fué el Cefsulodin-Sédico, siendo mds densible La cepa para este dltimo
que due de un 10% {tabla no. 4).

La mdxana frecuencia conrespondi al tipo piocinico 33 (203) y el sub-
tipe pioctnico F (42.85%) y V (35.7) {tabla no. 5).
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CARACTERISTICAS FENOTIPICAS OE P. acruginosa AISLADAS
DE PACTENTES CON FIBROSIS QUISTICA

! 3 -

CEPA MORFOLOGIA 5 g 348 8 2 =2 PATRON DL RESISTINCIA

COLONTAL E S8 wid ¥ =3
1 N et e e e . Ap,Ca, Ceg,CLE, Cur K, N¢, Nk, Te, T/S.
? M + o+ b+ o+ - - Ap,Ce, CLL, Cm, b, K Ne, Te, TS,
3 M E e B Ap, Ce, ClL, Cm,. £, RN Te,
4 M D Ap,Ce,ClL,Cm, &, K N, Te,T/8,
5 M ) L N T S 2 Ap,Ce,CLL,Cm, &, Km N{,Te,T/S,
6 M e e e - e e - Ap, Ca, Ce, CLE, Cn, L, X, N<, Nx, T/S,
7 N O - Ap,Ce, CLL, Cn, U, km NS, Te  T/S,
8 N bt o+ - Ap,Ca,CLi,Cm, £, K, Né, Te, T/S,
g M : oo+ o+ 4+ e - Ap,CL,CRL, Om, £, Km, N(,Te,T/8,
10 i e A4 e e e - Ap, Ca, Ce, CLZ, Cin, £, Kn,N&, Te, T/S,

He Mucodde
Tabla no, 4
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PATRONES PIOCINICOS MAS FRECUENTEMENTE ENCONTRADOS EN
PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA

TIPOS PIOCINICOS POR CIENTO SUBTIPOS PIOCINICOS TOR CTENTQ
33 20% F 7,850
[} 10% v 35.7%
31 ' " 10 i Ny
54 103 0 7.0%
72 10% KD 7.3
75 ' 108
82 10%
84 108

103 108

ND= No determinadas

Tabla no. 5



- 46 -

DI1SCUSTON

En este estudio se deteaminawn fas caractenlsticas fenotipicas dp cepas
de P, acnuginosa aisfadas de pacientes con dibrosis qulatica, ya que data
es comsdidenada una enfeunedad frecuente en menores de edad, es hereditarin
y LLega a causar £a muente por insuficiencda respiratonia. Lod pacientes
con §ibrosis quistica, gencrafmente pacdeatan una historia profongada de
bronguitis puwlenta miama que conduce a £a destruieeibn de bronquéolos,

asi como otras drneas del aparato nespiratonio {36).

Por Lo general, en este tipo de pacientes, P, aeauginosa ha side el puin-
cipal microongarésmo aislado (19,20,25,24) a partin de aspirados bronguia-
fes y espectonaciones, como s¢ puso de manifieato en el presente trwabajo,
en donde el 50% de Los pacientes presentaron acsfamientos pos.ifivos, con
un predominio de €a variedad mucoide, que es encontrada grecuentemente en

pacientes con §ibrosis quistica (Labfa nb. 1),

H.Y. Reygnolds gy col. seialan que:

..M las pensonas atacadas por Lo enfermedad denominada fibrosia quistdica,
011 personas propensas pard adquinds infecclones eabinieas por medio de £as
Pseudomonas, Loda vez que esdtad pertenecen a un ghupo cspecdad, con sucep-
tibilidad suficiente para colonlzan Las formas mucoides de cste ongands-

mo" (35},
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Los hallazgos tante cLinicos come patolfigicos en estos pacientes,
sug{enen una desthuceifn proghesiva de protelnas estaucturales a con-
secuencia def potencial del que c4 portadon P. aerugdinosa, entre fas
que &e encuentran una serdie de exoenzimas con actividad proteolitica,
fas que capacitan a £a bacteria a evadin Los mecanismos de defensa e
invadin distintos tejidos, fenbmeno reportado en 1949, pon Balé y col.,
quienes descubriersn una enzima dentro ded fefido pancredtico cuya ca-
racterlstica primondial La constitula el clevado contenido de efastasa
hidrotisada {27).

Kazuyuki Moaihana afinma en su Specific Ceavage of Human Type 711 y

IV Collagens by Pseudomonas acrugincsa Elastasa,

v "Los estudios histoflgicos ncalizados en tejidos infectados pon P.
aeruginoda, evidencian una nechosis exageradamente extendida, asf eomo
2a formacibn de micnoabsosos con el deterions consiguiente causado en

£08 segmentos vasculanes, seguldo de promunciadas hemorragias® (18],

EL andlidis de produceibn de exoenzimas de Las cepas aisladas de -
Los pacientes estudiados, demostranon que el 100% de eLlas son capa-
ces de producir proteasa {n vitho,’ con actividad sobae {a casefna y -
colfgena, esta dltima condiderada el principal componente estructunal
del tefido coneetivo (18).

Por otha parte, £as cepas estudindas fucnon capaces de degradan La

efasting en un 90%. Por £o antes nefenido, podemos considenar que pex
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La accifn de eatas exvenzimas en pacdlentes con fLbroscs quistica pon-
tadones de estas cepas, La cofagena de sus tejidos se puede encontrar
agectando no a6Lo pon Lo actividad de cofagenasa claborada pox fa bac-
tenia aislada, sino que ademds ‘fa colagena puede sen degradada aunque
ot menoh {ntensidad pon otras proteasas entre Las que 8¢ encuentra fa
elastasa (90% de 4recuencia) y Las proteasas con actividad sobre fa
caselna, En el presente trbafo no se determind 84 era proteasa aleali-
nd; sin embargo pudimos poner de manifiesto, a travls de su efecto s0-
bre fa caselna y £n enistalizacibn de fa exoenzima igual probada n vi-
o, datos que concuerdan con Lo xeportado pon Diring y colaboradoned
12,27},

EL efecto def resto de £as exoenzimas {Lecitinasa producida en ef -
100%, Lipasa en el 90% y hemolisinas en el §0%), ha sido ampliamente
diseutido y se ha planteado que actud Lobre componentes de membrana ce-
Lufar de Los pacientes pontadones de estas bactenias (tabla no. ’{) {6).

Analizando Los datos de exoenzimas {dewtificadas en cepas de P. ae-
nginosa  provenientes de pacientes ambu,(’,a,f‘.oluéob y de quemados, pode- -
mosestablecer que, aifn cuando en Lo d»umonu estad exoenzimad &
presontan, £a frecuencia de produceiln no es uniforme enthe 2as cepad
de distintos onlgenes. Hay una alta produccibn en el grupo de pacien-

tes con fibrosls quistiea con nespecto a Los otros {27).

Una caracterfetica de P. agruginosa es La alta frecuencia de resds~
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feneia a agentes antimicrobiancs y a <{ones de metales pesados (mercwrdo,
cromo, péata, magnecio, manganeso y £Ltio) como consecuencia de £a presitn
selectiva a fa que se ven dometidos, Harofd y col. mencionan ..."que fa -
P. achuginosa es nesdstente a Los agentes antimicaobiancs pon f£o cual es
un fenfmeno muy complefo. la resistencia de este organismo o una combina-
cibn de fa poca entrada de antibiftico con La accibn de £as exoenzimas que
Ainactivan o modigican al antibiStico", En ¢ caso de Las infeceiones foca-
{es, como en quemaduras de 3en grado, tiene gran dmpontancia en el trata-
méento del quemado (14},

EL patadin de nesistencia cncov;mdo en £as cepas de Los pacientes edtu-
diados, no §uf la extepeibn, &c¢ observs una multiresistencia a £os agentes
antimicnobianos empfeados en Lz determminacitn, Los cuales connesponden a
aquellos de uso comin, y alta sensibilidad en aquellos de reciente (nino-
duceifn, la exp€icacidn a €sto se encuentra, en el hecho de que se trata
de pacientes cadnicod con tendpia p‘wto'ngada {tabla no. 3).

Finafmente, podemos considerar que ef patrdn piocfnico presentade en ¢a-
te L{po de pacienies es variable como condecuencia de La  ubicuddad de --
eata bacteria. Pon Lo tanto es diglcdl condddenan que sc encuentien fnfec-
tados por La midma cepa, ya que su oxigen es diverso y por Lo tanto, es
nazonable un patndn diferente..

los hesultados de Los patrones piocinicos de £as 10 cepas estud{adus, (
salvo el tipo 6 ya encontrado pon Los autones en pacientes quemados], en
ningin momento contesponden a pathones repetitives Localizados a niveld na-

cional e Lnteanacional [12).

A TESKS WA BEBE
Sﬂﬁg- BE LA DHGLISTEDR
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No podemos decit Lo mésme para £o8 subtipos F V de Los patrones piocdni-
cos Loa cuales frecuentemente de encuentran en estudios epidemiofgicos
neatizados durante buotes epidémmicos por P. aequgdnosa  en unidades de

quemados, de neonates y feudpia intensiva,

Respecto a fos tipod, podemos pensar que Los datos cncontrados se deben
al difenente ornigen de Los pacientes, ya que provienen de difercntes sitics
de £a nepiblica mexicana. Por tratanse de pacientes comprometidos, &erfan

cofonizados por P. actuginosa de La hegdbn que habitan.
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CONCLUSTONES

.~ Fenotlpicamente £a monfofoala de Las bacterias aisladas mds frecuen-

Zemente Localizada, jué La denominada "variedad mucodde".

2.~ EL alto Endice de produccibn de exoenzimas generadas pon Las cepas

obtenidas sugiene que esas protelnas pueden ser consdderadas como un

gacton de virulencia en La patogenicidad de £a enfenmedad.

w
1

EL mltodo de Mornihara facifito fa obtencifn &n vitno de excenzimas
que a fa posine, se crnistalizanbn confiumando su actividad protfecti-
Lica.

4.~ Las cepas estudindas presentan caracterlsticas propias de fa especie,
tales como su aunamento enzimitico y su alta frecuencia de resdsien-
cig a agentes antimicnobianos. Esto puede sen consecuencia de €a pre-

s40n sefectiva a La que se ven sometidos.

5.- EL patrnén pioclnico presentado en eate tipo de pacientes es versdtil
como consecuencia probablemente de fa omnipresencia de esta bacteria.
Senda dificdil considerar que Los pacientes sc encuentran {nfectados
pon La misma cepa, ya que su orfgen geogadgico es difernente y e espe-

ha un patrin distinto,
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