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5.4. TOLERANCIA A LOS METALES PESADOS

En la TABLA 44 se especifican los resultados de las CMI

obtenidos con las cepas de P, aeruginosa frente a los

diferentes niveles de mercurio en forma de HgC^, así
como las medias correspondientes a los diferentes oríge-

nes. Las medias de las CMI de las cepas procedentes de

formas farmacéuticas no estériles y alimentos, productos

patológicos, aguas superficiales terrestres y fangos de

depuradoras son comparables (t=0,91; g.l.=559; <X=0,50).

■Las cepas con la media más baga pertenecen a muestras de

suelos y las que la tienen más alta proceden de aguas ma-

riñas. En estos dos grupos existe una diferencia signifi-

cativa respecto a la media hallada en el grupo de cepas

anteriormente descrito (£=5,19; CX <0,001 y £=4,43;

Oi <0,001 respectivamente).

Para relacionar estos resultados, se hizo necesario un

análisis previo de la varianza, expresado en la TABLA 45,

que manifestase la existencia de diferencias significati-

vas entre las CMI. Como el valor hallado de E es superior

a ^559 leído en la tabla correspondiente para el punto
, se verifica que el conjunto de cepas respecto a las

Cdl tienen comportamientos distintos según su procedencia.
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El estudio de los niveles de resistencia (TABLA 46),me-
p

diante la aplicación del índice de Pearson (X ) , pone en

evidencia un comportamiento homogéneo al no aparecer '

diferencias significativas entre las diferentes proce-

p
dencias estudiadas (X =8,2; g.l.=5; o<=0,20).

En la FIGURA 24 se observa que en la curva representati-

va de las CMI hay dos máximos. Este comportamiento hete-

rogéneo sugiere que en los hábitats estudiados existe

una dualidad en la población de P. aeruginosa. Un grupo

que alcanza los límites de resistencia a nivel de 8 ^ig/ml
y el otro, más adaptado a los ecosistemas con cargas mer-

curiales elevadas, que soporta niveles de 128 ¿íg/ml.

En la TABLA 47 se señalan los resultados correspondientes

a las CMI de la colección de P. aeruginosa respecto al

PbCCHj-COO^. En la TABLA 49 se indica el número de ce-
Pas he P. aeruginosa resistentes a dicho metal teniendo

en cuenta su procedencia. Respecto a las CMI obtenidas

según el origen de las cepas, es interesante señalar la

existencia de cuatro grupos al observar las medias. El
hábitat que presentó una media más baja es el que está
formado por bacterias aisladas de formas farmacéuticas
no estériles j alimentos. La diferencia de los resultados
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TABLA 46

Número de cepas de P. aeruginosa resistentes al HgC^ •

según su procedencia.

Procedencia NQcepas
resistentes

TOTALES

S 53 75

A 152 230

M 69 88

D 32 43

H 67 103

P 14 26

TOTALES 387 565
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TABLA 49

Número de cepas de P. aeruginosa resistentes al PbCCH^-COO^
según su procedencia.

Procedencia N^cepas

resistentes

TOTALES

S 75 75

A 230 230

M 88 88

D 43 43

H 103 103

P 26 26

TOTALES 565 565
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no es significativa si se compara con los datos obtenidos

con las cepas aisladas a partir de suelos (t=0,63;g.1.^559;

OC =0,90). La media de las CMI hallada para las cepas pro-

cedentes de aguas superficiales terrestres y aguas mari-

ñas es superior y significativa respecto al grupo anterior

(6=5,51; ex <0,001). La media más elevada corresponde a las

bacterias aisladas de fangos de depuradoras y, aunque le

sigue el resultado hallado con las cepas aisladas a partir

de muestras hospitalarias, sus distribuciones son distintas

(6=10,13; o¿<‘0,001), puesto que de 43 P. aeruginosa ais-

lddas de fangos de depuradoras, 42 presentan una CMI que

encaja a nivel de 6400 jug/ml. En cambio, la distribución
interna de P. aeruginosa entre bacterias hospitalarias

presenta claramente dos grupos, 44 cepas tienen un nivel

de 6400 ^ug/ml y 59 de 3200 jug/ml. Hay que señalar que en-

tre las cepas procedentes del medio acuático y las proce-

dentes de productos patológicos existe una diferencia sig-

nificativa (£=4,22; <x< 0,001).

La curva de la distribución de la CMI presenta un compor-

tamiento de resistencia que se ajusta a un modelo genéti-
00 homogéneo, con un pico mayoritario a nivel de 3200¿ug/ml
y con valores mínimos a 1600 ^.g/ml y 12800 ^ug/ml (PIGUPA
25).
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2 4 8 16 32 64 128 256 512 log CMlCjlg/ml)

24 Curva de distribución de la Concentración Míni-

ma Inhibitoria (CMI) frente al HgC^

FIGURA 25 Curva 'de distribución de la Concentración Míni
ma Inhibitoria (CMI) frente al PbCCH^-COO^
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En la TABLA 48 se especifica el análisis de la varianza

de los valores obtenidos al realizar la CMI de las 565

cepas de P. aeruginosa frente al acetato de plomo. El

valor de E, de acuerdo con las tablas, es superior al valor

descrito en la tabla de E "punto 1 comprobándose

una diferencia significativa entre las medias de las CMI.

En definitiva, cuando se. consideran los resultados de la

TABLA 49, puede comprobarse que todas las cepas con las

que se ha realizado este trabajo son resistentes a una

concentración de 1600 jug/ml de acetato de plomo.

El efecto de la plata sobre el grupo de P. aeruginosa se

manifiesta, como indica la FIGURA 26, en una curva de dis-

tribución de la CMI en la que aparece un pico de máxima

inhibición a 32 ¿ig/ml. Esta distribución gausiana tiene
unos extremos que oscilan entre 8 /ug/ml y 128 jug/ml, com-

portándose todas las cepas como sensibles (TABLA 52).

En la TABLA 50 se describen los valores de las CMI, el'

numero de cepas que lo alcanzan, así como la media corres-

Pendiente a cada grupo de microorganismos. Como puede ob-

servarse, las bacterias procedentes de aguas superficiales
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TABLA 52

Número de cepas de P. aeruginosa resistentes al AgNO^
según su procedencia.

Procedencia N^cepas

resistentes

TOTALES

S 0 75

A 0 230

M 0 88

D 0 43

H 0 103

P 0 26

TOTALES 0 565
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terrestres presentan el mayor índice de resistencia res-

pecto a la media obtenida (£=5»93; <x<0,001). Dentro de

este nivel de resistencia se encuentran las cepas pro-

cedentes de aguas litorales^ con una media de 37,6 ¿íg/ml.
y las procedentes de productos patológicos, correspon-

diendo en esta ocasión la media de 3^,2 ¿ig/ml. La media

más baja la presentan las P, aeruginosa procedentes de '

formas farmacéuticas no estériles y alimentos. Como quie-

ra que las cepas procedentes de muestras de suelos y fan-

gos de depuradoras alcanzan unas medias de sus CMI muy

semejantes (£=0,52; oc=0,60), se ha procedido a la veri-

ficación estadística entre la media obtenida en este há-

bitat y la hallada en las cepas procedentes de formas

farmacéuticas no estériles y alimentos, evidenciándose

una diferencia significativa (t=2,67; g.l.=559; <X=0,01).

El tratamiento estadístico de la distribución de las CMI,

según la procedencia de las cepas, se expresa en la TA-

BLA 51. Con un análisis de la varianza se ha podido cons-

tatar una diferencia significativa al 1$« (I^^=4,10;
?=20,28>f|59).
Puede confirmarse que el comportamiento con el cadmio'es más

homogéneo, porque en la curva de distribución de las CMI
la mayoría de las cepas se hallan comprendidas entre los
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valores 1600 y 6400 ¿¿g/ml (FIGURA 27). Los valores medios

de resistencia a este metal con respecto a su CMI alcanzan

los niveles más altos con los aislamientos procedentes de

fangos de depuradoras (£=6,94; <0,001) y, en segundo lu-

gar y de una manera nítida, aparece un grupo constituido

por aislamientos procedentes de productos patológicos y

muestras de suelos. Los valores medios de resistencia al

cadmio se han verificado a partir de los aislamientos de

aguas superficiales y litorales, constituyendo un tercer

grupo con niveles de x=3222,6 jug/ml y x=3781,8 ¿ig/ml res-

pectivamente (£=7,12; <x<0,001). Llama la atención el ha-

jo índice de resistencia al cadmio que se encuentra en

las P, aeruginosa aisladas a partir de productos farma-

céuticos no estériles y alimentos (t=4,04; g.l.=559;

«<•.0,001) (TABLA 53).

SI tratamiento estadístico de las CMI basado en el análi-

sis de la varianza señala la existencia de diferencias

significativas (TABLA 54). Finalmente es interesante se-

nalar la detección de una cepa sensible a niveles compren-

¿idos entre 200 y 400 /ig/ml (TABLA 55).

El cinc en forma de sulfato presenta la zona de máxima
actividad entre 3200 y 6400 /ig/ml de dicha sal; este
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TABLA 53

Número de cepas de P. aeruginosa resistentes al CdC^
según su procedencia.

Procedencia N^cepas

resistentes

TOTALES

S 75 75

A 229 230

M 88 88

D 43 43

H 103 103

P 26 26

TOTALES 564 565
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26 Curva de distribución de la Concentración Míni-
ma Inhibitoria (CMI) frente al AgNO^

GIGUEA .27 Curva de distribución de la Concentración Míni-
ma inhibitoria (CMI) frente al CdClg
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hecho se pone en evidencia en la FIGURA 28. La distribu-

ción de las CMI de las cepas según su procedencia (TABLA

56) pone de manifiesto unas diferencias (F ^ F^^g} o«0,001)
(TABLA 57)» Las medias de las CMI halladas sitúan a los

microorganismos procedentes de formas farmacéuticas no

estériles y alimentos y de muestras de suelos como los

más sensibles (£=4,89; o¿<0,001), teniendo las cepas ais-

ladas de .muestras de aguas litorales un comportamiento si-

milar. La población más resistente es la formada por las

cepas aisladas de fangos de depuradoras (£=4,57; 0,001),

donde todos los microorganismos han presentado una CMI de

6400 ¿ig/ml. Seguidamente se hallan las cepas superficiales

terrestres, entre cuyas medias el tratamiento estadístico
ha puesto en evidencia una diferencia significativa

(€=4,45; <x <0,001).

Es interesante destacar que la producción de pigmento por

las cepas de P. aeruginosa, al crecer en presencia de

ZnS04*7H20, se ve ligeramente alterada respecto a su to-
nalidad, tal como se puede observar en la FIGURA 29» Al

producirse éste durante el crecimiento de los microorga-

msmos, adquiere una coloración marcadamente más pálida.
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Variación en la tonalidad del pigmento
producido por ?. aeruginosa ai crecer

en presencia ue ZrSO^yH-O.

GIGUEA 29
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Finalmente al considerar los resultados de la TABLA 58

se comprueba que la mayoría de las cepas de P. aeruginosa

aisladas en este trabajo han demostrado resistencia al

crecer a concentraciones de 800 ;ug/ml de sulfato de cinc

o superiores, salvo tres microorganismos aislados de mués-

tras de suelos.

En la TABLA 59 se expresan los resultados obtenidos fren-

te a la acción del cromo preparado en forma de cromato

potásico. Las medias de las CMI obtenidas separan tres

grupos de comportamiento. Por una parte existen los nive-

les correspondientes a las cepas aisladas de formas far-

macéuticas no estériles-y alimentos, fangos de depurado-

ras, productos patológicos y aguas superficiales terres-

tres. El segundo grupo está constituido por las bacterias

aisladas a partir de aguas marinas con una media de

4259,1 jug/ml (£ = 3,57; <X =0,001) y finalmente el grupo

más sensible es aquel que presenta una media de 3520jug/ml
y que corresponde a suelos (£=1,96; o<=0,05). En este ca-

so puede observarse que la barrera límite crítica queda

establecida a nivel de 6400 /ig/ml, como muy bien se señala
en la curva de la distribución de la CMI (FIGURA 30).



TABLA 58

Número de cepas de P. aeruginosa resistentes al ZnSO^'T^O
según su procedencia.

Procedencia N^cepas

resistentes

TOTALES

S 72 75

A 230 230

M 88 88

D 43 43

H 103 103

P 26 26

TOTALES 562 565
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A nivel estadístico puede indicarse que el análisis de la

varianza de los valores obtenidos a partir de las CMI mués-

tran la existencia de diferencias significativas entre

las cepas de P. aeruginosa agrupadas según sus orígenes

(TABLA 60).

En la TABLA 61 se expresa el número de cepas de P, aeru-

pinosa resistentes al cromato potásico según su proceden-

cia. En conjunto se puede observar un comportamiento de

elevada resistencia, siendo ligeramente inferior en las

cepas procedentes de formas farmacéuticas no estériles y

alimentos (método exacto basado en las diferentes confi-

guraciones, (X=0,05).

Independientemente, el efecto del cromo se manifiesta por

una serie de variaciones morfológicas (FIGURA 31) que a

nivel celular se traducen en la aparición de formas fi-

lamentosas. Estos cambios se han detectado principalmen-

te en concentraciones del orden de 400 jug/ml y 1600 ¿¿g/ml.

Para realizar el estudio —del efecto del cromo sobre

P» aeruginosa se seleccionaron dos cepas, 1^0 102.3 y
S 128.3. Estos microorganismos se caracterizan por la al-

teración en la morfología que manifiestan al crecer en
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TABLA 61

Número de cepas de P. aeruginosa resistentes al K^CrO
según su procedencia.

Procedencia NScepas

resistentes

TOTALES

S 75 75

A 229 230

M S7 88

D 43 43

H 101 103

P 24 26

TOTALES 559 565
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FIGURA 28 Curva de distribución de la Concentración Míni-

ma Inhibitoria (CMI) frente al ZnSO^-Tí^O

FIGURA 30’ Curva de distribución de la Concentración Míni-

ma Inhibitoria (CMI) frente al K^CrO^



¿IGURA 31 Crecimiento ae i. aerup:inosa en

presencia de 400 pg/ml ae K^CrO^.
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presencia de Cr^+ y por su capacidad de desarrollarse a

concentraciones de 24000 jug/ml de esta sal.

Por otra parte y a consecuencia de la actividad metabóli-

ca, se forman unos depósitos en las células, incrementan-

dose conforme se eleva la concentración de cromo, fenóme-

no perfectamente detectable al M.E. por observación direc-

ta (PIGURAS 32, 33 y 34). El tratamiento con EDTA no eli-

mina los depósitos inicialmente observados (FIGURAS 35 y

36).

Las variaciones que se producen en la concentración de
_ 6±
Cr * del medio . al crecer P. aeruginosa se determinan por

colorimetría (FIGURAS 37» 38 y 39)• Se puede observar que

conforme el tiempo de incubación se incrementa se produ-

ce un descenso del cromo hexavalente del medio. Este des-

censo no está relacionado con la concentración de cromato

potásico a que ha sido sometido el microorganismo antes

<ie realizar el ensayo, ni con la concentración empleada

d.el mismo. La adición de al cultivo de 72 horas

Pone en evidencia una recuperación de los niveles de Cr^L,

Uno de los factores que influyen en la metabolización del

ípUrO^ es la concentración de glucosa existente en el me-



 



FIGURA 53 Observación directa al H.Z. ae la cepa

H2O 102.3 procedente de un cultivo con
1600 jug/ml de K^CrO^. Aumento realizado
11200 x 5,2.

FIGURA 3A Observación directa al M.E. de la cepa

HgO 102.3 procedente de un cultivo con
19200 jug/ml de K^CrO^. Aumento realiza-
do 2,8 x 1000 x 3A*



FIGURA 35 ?. aeruuinosa 3 123.3 desarrollada en un medio
con 400 jug/ml de KpCrO^. Observación directa
ai M.E. Aumento realizado 8500 x 3,2.

FIGURA 36 P. aeruginosa S 128.3 desarrollada en presencia
de 400 p.g/ml de KpCrO^. Observación directa ai
M.E. previo tratamiento con SETA. Aumento reali-
zado 8500 x 3,2.
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FIGURA 37 Resultados obtenidos en las determinaciones

colorimétricas de la metabolización del I^CrO^
por la cepa A 102.3,procedente de un subculti-
vo en presencia de 24000 /ig/ml de K^CrO^.

Oh. r: 0,9973
24 h. r: 0,9948
48 h. r: 0,9966
72 h. r: 0.9920

72h.+ H¿02 r:0,9955

Concentración de cromo añadido al medio de cultivo
x lo5 (pg/ml)
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FIGURA 38 Resultados obtenidos en las determinaciones

colorimétricas de la metabolización del KgCrO^
por la cepa A 102.3 ,procedente de un subcultivo
en presencia de 23200 ug/ml de K^CrO^.

Oh. r¡ 0,9970
48 h. r:0,9625
72 h. r:0,9828

72h.+ HO r :0,9945
2 2

Concentración de cromo añadido al medio de cultivo

x 10^ (ug/ml)



decromoenelsobrenadante

FIGURA 39 Resultados obtenidos en las determinaciones

colorimétricas de la metabolización del KgCrO^
por la cepa S 128.3, procedente de un subculti-
vo en presencia de 24000 jug/ml de K2CrO^.

Oh. r:0,9778
24 h. r: 0,9872
48 h. r:0,9852
72 h. r:0,9808 —

Concentración de cromo añadido al medio de cultivo

x 10> Qug/ml)

0



364

dio. Según se eleva ésta, se produce un descenso del Cr^
(FIGURA. 40), recuperándose al adicionar H2O2.

Finalmente en la TABLA 62 se expresan los resultados ob-

tenidos por espectroscopia de absorción atómica. En cual-

quier caso, los dos métodos utilizados señalan la existen-

cia de cromo en el sedimento celular, obteniéndose mego-

res resultados al emplear HNO^ 6M (4a), determinando
20,06 jug/ml de cromo, que al utilizar DPTA.

El comportamiento de P. aeruginosa frente a la sal de

tungsteno empleada destaca por su elevado grado de resis-

tencia. En la curva de la distribución de la CMI descrita

en la FIGURA 41 se puede observar un máximo formado por

las cepas a 102400 jug/ml, característica que presentan el
12% de las cepas estudiadas. Al observar la distribución
de las CMI según la procedencia de las muestras en la

TABLA 63, aparecen dos poblaciones, una mayoritaria con

una CMI al tungstato sódico superior o igual a 102400jug/ml
7 otra muy inferior, formada por 17 cepas cuya CMI está
incluida entre 51200 jug/ml y 12800 ¿ig/ml. De la observa-
cion de las medias descritas en la TABLA 63 aparece un

grupo formado por las cepas procedentes de formas farma-
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¡GURA 40 Influencia de la concentración de glucosa del medio
en la metabolización del K^CrO^. Se parte de 4083
jug/ml de K^CrO^.

"2 2
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céuticas no estériles y alimentos, aguas superficiales

terrestres y marinas-, que presentan los valores más ba-

jos (t=0,83; g.l.=559; oc=0,50), siendo el hallado con

las cepas de productos patológicos ligeramente superior

(£=4,43; ot=0,001). La media más elevada corresponde a

las cepas aisladas de muestras de suelos (£ = 3,82;ot =0,001),

mostrando una resistencia inferior las P. aeruginosa

procedentes de fangos de depuradoras.

La aplicación del análisis de la varianza sobre los valo-

res obtenidos al realizar la CMI, muestra la existencia

de una diferencia significativa (F>P^^, leído en la
tabla l%o)( TABLA 64).

En la TABLA 65 se describe el número de cepas de P. aeru-

ginosa resistentes al tungstato sódico. Los niveles más

elevados, de resistencia son los producidos con las cepas

aisladas a partir de aguas superficiales terrestres, fan-

gos de depuradoras y formas farmacéuticas no estériles y

alimentos (X2=6,59; g.l.=l; oc=0,01); de cualquier modo
el nivel general alcanzado ha sido muy elevado.
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TABLA 65

Número de cepas de P, aeruginosa resistentes al NagWO^•22^0
según su procedencia.

Procedencia N^cepas

resistentes

TOTALES

S 72 75

A 227 230

M 82 88

D 43 43

H 100 103

P 26 26

TOTALES 550 565
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En las TABLA 66 y 67 se detallan los resultados obtenidos

con las cepas de P. aeruginosa al estudiar la acción del

molibdeno suministrado en forma de molibdato sódico. To-

dos los microorganismos estudiados crecen a concentrado-

nes muy elevadas de la sal, como 102400 ¿ig/ml; sólo dos

cepas aisladas a partir de productos patológicos no ere-

cen a dicho nivel.

El arsénico se caracteriza por presentar un índice bajo

de sensibilidad. Algunas cepas alcanzan valores de CMI

cercanos a los 102400 jig/ml. La media más elevada se

alcanza con las cepas aisladas de productos patológicos

(£,=2,54; o¿=0,02). En segundo lugar, con valores promedios

de la CMI relativamente semejantes, se hallan las P, aeru-

ginosa aisladas de aguas superficiales terrestres y aguas

marinas (£=0,2; o¿=0,85). El promedio de máxima sensibili-

dad corresponde a la colección procedente de fangos de de-

puradoras, formas farmacéuticas no estériles y suelos

(£=2,51; <X=0,02). En la TABLA 68 se detallan los resul-

tados comentados. El número de cepas de P. aeruginosa re'-

sistentes al arsénico se describe en la TABLA 70. Obvia-

mente son las cepas procedentes de formas farmacéuticas
no estériles y alimentos y las aisladas de muestras de
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TABLA 67

Número de cepas de P, aeruginosa resistentes al NagMoO^.
2H2O según su procedencia.

Procedencia NScepas

resistentes

TOTALES

S 75 75

A 230 230

M 88 88

D 43 43

H 103 103

P 26 26

TOTALES 565 565
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TABLA 70

Número de cepas de P. aeruginosa resistentes al

Na^AsO^'TB^O según su procedencia.

Procedencia N^cepas

resistentes

TOTALES

S 44 75

A 189 230

M 75 88

D 38 43

H

i

79 103

P 12 26

TOTALES 437 565
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suelos en las que se ha evidenciado una mayor sensibili-

dad a la sal de arsénico empleada (X =33,58; g.l.=l;

ot <0,001).

En la FIGURA 42 se ilustra la curva de la distribución de

las CMI. Puede observarse de un modo gráfico el amplio

espectro existente respecto a la distribución de las ce-

pas de P, aeruginosa y las correspondientes CMI. Piñal-

mente el tratamiento estadístico mediante el análisis de

la varianza, sobre los datos de la CMI, señala la existen-

cia de diferencias significativas (TABLA 69)•

El comportamiento de P, aeruginosa frente al talio desta-

ca por su elevado nivel de sensibilidad. Una concentración

de 256 jug/ml supone un límite que solamente superan esca-

sas P. aeruginosa procedentes de hábitats sobre los que

se ha realizado el aislamiento y prospección. Por otra

parte, el nivel de 128 jug/ml resulta selectivo para una

gran mayoría de cepas bacterianas. Si consideramos los

valores medios de máxima resistencia, cabe señalar que el

grupo formado por las-cepas aisladas de formas farmacéu-
ticas y alimentos ha verificado un valor netamente supe-

rior (t=3,22*, g.l.=559; <X=0,01), en parte debido a la

localización de tres aislamientos a nivel de 2048 /ig/ml.
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FIGURA 41 Curva de distribución de la Concentración Míni-
ma Inhibitoria (CMI) frente al Na2W0^*2H20

o
-p
tí
o

FIGURA 42 Curva de distribución de la Concentración Míni-

ma Inhibitoria (CMI) frente al Na-gHAsO^Tí^O
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Estos valores aislados pueden desvirtuar el comportamien

to más generalizado de la mayoría de las cepas proceden-

tes de este hábitat. El grupo constituido por los micro-

organismos aislados de las restantes procedencias estu-

diadas presentan una media muy semejante, que oscila en-

tre 254,6 y 232,1 /ig/ml (£=0,80; <X =0 ,42)(TABLA 71).

La aplicación del análisis de la varianza sobre los valo

res de las CMI obtenidas muestra la existencia de dife-

rencias significativas (oc=0,05)(TABLA 72).
»

La curva de distribución de la CMI presenta un pico muy

característico, que es justamente el que corresponde a

los 256 ¿íg/ml, con un número de bacterias absolutamente

mayoritario (FIGURA 45).

En la TABLA 73 queda expresado el número de cepas de

P. aeruginosa resistentes al acetato de talio, según su

procedencia. La aplicación del estudio estadístico ha

evidenciado que la mayor sensibilidad corresponde a las

cepas aisladas de productos patológicos (X =9,45;g.l.=l;

«=0,01).
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TABLA 73

Número de cepas de P. aeruginosa resistentes al Tl(CH^-COO)
según su procedencia.

Procedencia N^cepas

resistentes

TOTALES

S 73 75

A 229 230

M 87 88

D 43 43

H 97 103

P 26 26

TOTALES 555 565
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El comportamiento de P. aeruginosa frente al telurito

potásico presenta una zona de máxima actividad,para to-

dos los casos, que está comprendida entre 32 y 128jug/ml

(EIGURA 44). Los valores mediales señalan una máxima re-

sistencia para las bacterias aisladas de formas farma-

céuticas no estériles y alimentos (t=2,15; g.l.=559;

oí =0,04). Los aislamientos procedentes de fangos de depu-

radoras presentan,así mismo, un valor (x=113,5/is/nil) que

sobresale sobre un grupo constituido por los aisl'amien-

tos de productos patológicos, aguas superficiales te-

rrestres y marinas, con valores que oscilan entre 85,4

¡7 99,5 jng/ml. La media obtenida a partir de los aisla-
mientos procedentes de suelos es la que indica un mayor

índice de sensibilidad, altamente significativo (£=5,39;

O¿<0,001)(TABLA 74). La significación de estos datos es-

tá refrendada mediante el análisis de la varianza (TABLA

75).

Obviamente la curva de la distribución de las CMI presen-

ta una meseta importante, como es la comprendida entre

16 y 256 ^g/ml,que acoge a la mayoría de la población
estudiada (FIGURA 44).
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TABLA 76

Número de cepas de P. aeruginosa resistentes al í^Te0^
según su procedencia.

Procedencia N^cepas

resistentes

TOTALES

S 14 75

A 174 230

M 66 88

D 22 43

H 54 103

P 18 26

TOTALES 348 565
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ma Inhibitoria (CMI) frente al K^TeO^
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En la TABLA 76 se describe el número de cepas 'resistentes

al K^TeOj. El mayor índice de sensibilidad se encuentra
de forma muy marcada en las P. aeruginosa aisladas de

O

suelos (X =27,5; g.l.=l; o¿<0,001). Aproximadamente la

mitad de la población procedente de fangos de depurado-

ras, productos patológicos y formas farmacéuticas no es-

tériles y alimentos ha sido sensible. El grupo que ha de-

mostrado ser el más resistente es el formado por aguas
o

superficiales terrestres y litorales (X =22,21; g.l.=l;

«<0,001).

Tanto las P. aeruginosa resistentes como las sensibles

al crecer en presencia de telurito potásico forman unas

colonias de color negro (PIGURA 45). Estos microorganismos

son capaces a su vez de formar compuestos metilados que

imprimen a los cultivos un olor característico a a¿o.

En la TABLA 77 se detallan los resultados de las CMI de

las cepas de P. aeruginosa según su procedencia frente al

nitrato de uranilo. Las medias halladas correspondientes

a las cepas aisladas de suelos, productos patológicos y

formas farmacéuticas no estériles y alimentos, son las

inferiores (£.=2,57; c£=0,01), siendo en los tres hábitats
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citados de 3200 jug/ml. Dentro de este rango de resisten-

cia se puede citar el resultado hallado con las cepas pro'

cedentes de aguas marinas litorales, cuya media correspon^

de a.3454,5 jug/ml. Con valores superiores destacan las

cepas procedentes de aguas superficiales terrestres. Las

P, aeruginosa aisladas de fangos de depuradoras han pre-

sentado todas una CMI de 6400 jug/ml;que a través de un

estudio estadístico ha permitido verificar una diferencia

altamente significativa con las cepas anteriormente cita-

das (£=1844,63; oí<0,001).

Para relacionar estos resultados se realizó previamente

un análisis de la varianza (TABLA 78), manifestándose di-

ferencias significativas'entre la distribución de las CMI

halladas, según la procedencia de las cepas (F>f|^;
o(<0,001).

La curva de la distribución de las CMI frente al nitrato

de urañilo se halla en la FIGURA 46. Se puede apreciar

claramente un punto máximo, que corresponde a una CMI de
3200 jug/ml, alrededor del cual se encuentra la población

estudiada, sugiriendo este resultado la existencia de
una población homogénea. Este resultado se confirma con
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los datos presentados en la TABLA 79, donde se aprecia

el 100# de resistencia hallado frente a este metal pesado.

En la FIGURA 47 se resumen los efectos originados sobre

las poblaciones de P. aeruginosa aisladas de distintos

hábitats en función de las sales de los diferentes meta-

les pesados ensayados. Esta distribución es coincidente

y superponible con aquella que se expresase en concentra-

ciones molares de dichos metales, ofreciendo una visión

panorámica del grado de tolerancia^que puede resumirse

en tres grandes grupos. En efecto, los elementos más ac-

tivos corresponden al grupo constituido por las sales de

mercurio, plata, talio y teluro. El grupo intermedio es-

tá formado por cromo, cinc, plomo, uranio y cadmio, y el

tercer grupo lo constituyen tres elementos : arsénico,
molibdeno y tungsteno.

En la TABLA 80 quedan indicados los porcentajes de sen-

sibilidad y resistencia frente a las sales de los meta-
les pesados que se han ensayado y el diagrama de la FI-
GURA 48 expresa los porcentajes de resistencia de un mo-

do gráfico.
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TABLA 79

Número de cepas de P. aeruginosa resistentes al

según su procedencia.

Procedencia N^cepas
resistentes

TOTALES

S
'

75 75

A 230 230

M 88 88

D 43 43

H 103 103

F 26 26

TOTALES 563 565
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800 1600 3200 6400 12800 lOg CMI (^Ig/ml)

FIGURA 46 Curva de distribución de la Concentración Míni-
ma Inhibitoria (CMI) frente al U02(N0^)2*6H20
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TABLA 80

Porcentajes de sensibilidad j resistencia a las diferentes

sales de metales pesados de 585 cepas de P. aeruginosa»

Sensible (#) Resistente (#)

HgCl2 31,5 68,5

Pb(CH5-C00)2 0 100

Na2HAsO¿)_* 7H20 22,7 77,3

CdCl2 0,2 99,8

AgNO^ 100 0

E^CrO^ 1,1 98,9

Na2¥04«2H20 2,7 97,3

ti(ch5-coo) 1,8 98,2

Na2Mo04*2H20 0 100

K2TeO^ 38,4 61,6

U02(N05)2*6H20 0 100

ZnS0^*7H20 0,5 99,5
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% de resistencia

FIGURA 48. Resistencia j sensibilidad de 565 cepas de
F. aeruginosa a 12 sales de metales pesados.
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En la TABLA 81 se refleja la composición de la matriz de

correlación de los porcentajes de resistencia comentados.

La correlación más fuerte es la descrita al comparar los

resultados obtenidos en el metalograma con las cepas pro-

cedentes de productos patológicos y depuradoras (r=0,9904).

Una relación similar es la que se describe con cepas pro-

cedentes de aguas marinas y superficiales (r=0,9899)« Los

valores inferiores son los que se obtienen al comparar

los resultados hallados con muestras de suelos con aguas

terrestres superficiales (r=0,8712) y con aguas marinas

(r=0,8723). La tendencia general está dirigida hacia una

elevada correlación.

5.5. RESISTENCIA MULTIPLE COMBINADA

En las TABLAS 82, 83, 84, 85, 86, 87 7-88 se especifican
los resultados hallados en función de la resistencia com-

binada múltiple a antibióticos 7 metales pesados. La TA-

BLA 88 muestra la resistencia múltiple de las 565 cepas

de P. aeruginosa. El 100$ de los microorganismos aisla-

dos presentan resistencia por una parte a cloranfenicol,

nitrofurantoína, ácido nalidíxico, cefalotina 7 ampicili-
na 7 a las sales de plomo, molibdeno 7 uranio. El porcen-
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taje de resistencia disminuye gradualmente a medida que

se incrementan los factores de naturaleza antibiótica o

metales pesados, alcanzándose un porcentaje del 5»S$ que

corresponde a toda la gama de antibióticos ensayada, sal-

vo tobramicina y colistina, y a todos los metales pesados

a excepción de la plata.

Respecto a la distribución de estas resistencias en fun-

ción del origen de las cepas, aquellas que proceden de

productos patológicos alcanzan un porcentaje más elevado

de resistencia. El 16,5$ de los microorganismos son resis

tentes a 14 de los 15 antibióticos y el 50,1$ a 11 de los

12 metales pesados empleados. La resistencia total a 25

agentes antimicrobianos se alcanza en un 6,8$ de dichas

cepas (TABLA 86). Entre estos índices de resistencia, ca-

be destacar el nivel presentado por las cepas aisla-

das de aguas litorales, donde el 5»7$ son resisten-

tes a 15 antibióticos y el 5^-*^$ a H metales pesa-

ios. Teniendo en cuenta todos estos agentes, el 5*7$
de las cepas se comportaron como resistentes (TABLA
84). Otro grupo con índices de resistencia semejantes es

aquel que está formado por las cepas procedentes de sue-

los, tal como se puede observar en la TABLA 82.
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Los porcentajes de resistencia combinada, con valores li-

geramente inferiores a los anteriormente comentados, son

los descritos con las cepas aisladas de aguas superficia-

les terrestres. La resistencia combinada a 11 antibióti-

eos y a 10 metales pesados la han alcanzado el 17,4# de

las cepas (TABLA 83). De estas cepas, el 100# presentaron

resistencia a cinco antibióticos y cuatro metales pesados,

valor inferior al hallado en las restantes procedencias.

Los resultados obtenidos con las cepas aisladas de fangos

de depuradoras y formas farmacéuticas no estériles enmar-

can estas cepas dentro de un nivel medio de resistencia,

tal como se puede observar en las TABLAS 85 y 87.

5.6. TIPADO SER0L0GIC0

En la PIGURA 49 y en la TABLA 89 se expresan los resulta-

dos del tipado serológico realizado con 75 cepas de P^

aeruginosa aisladas de muestras de suelos. El 70,7# ¿Le

las cepas aglutinan en un solo suero, siendo en las ce-

Pas con esta procedencia donde un número mayor de micro-
organismos presentan aglutinación simple. El suero en el
Que aglutina un porcentaje mas elevado de cepas (28#) es



TABLA 89

Resultados del tipado serológico de 75 cepas de P, aerugi-
nosa aisladas de muestras de suelos.

Aglutinaciones simples (70,7$)
N^suero ^aglutinaciones % N^suero ^aglutinaciones¡ %

1 21 28 11 0 0

2 0 0 12 0 0

3 6 8 13 0 0

4 1 1,3 14 0 0

5 1 1,3 15 0 0

6 18 24 16 0 0

7 1 1,3 17 0 0

8 3 4
_ -

9 0 0

10 2 2,6

Aglutinaciones dobles (16%)

N^suero N2 aglutinaciones % N -suero N2aglutinaciones! %

3-15 2 2,6 2-9 1 1,3
8-12 1 1,3 5»16 1 1,3
1-15 1 1,3 6-15 1 1,3
6-16 2 2,6 7-8 1 1,3
2-5 1 1,3 1-10 1 1,3

Aglutinaciones triples (1,3$)
Ngsuero N^aglutinaciones %

1-8-12 1 1,3

No aglutinables 9 (12%)
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el 0:1. Las Pseudomonas de suelos son las que aglutinan

con mayor frecuencia en este suero. Las cepas proceden-

tes de formas farmacéuticas no estériles y alimentos

presentan un porcentaje similar. En general, es uno de

los sueros en los que se evidencia mayor aglutinación.

De igual manera, con el suero 6 aglutinan_un número ele-

vado de cepas, el 24$. Con este suero, son las P. aeru-

pinosa procedentes de suelos las que presentan un por-

centaje más elevado de aglutinación. Entre las restantes

cepas, el 16$ presentan aglutinaciones frente a dos sue-

ros de forma simultánea, mientras que tan sólo una pre-

senta aglutinación en tres. El 12$ de las cepas no aglu-

tinan ningún suero.

En la PIGURA 49 y en la TABLA 90 se presentan los resul-

tados del tipado serológico de 230 cepas de P. aeruginosa

aisladas de muestras de aguas superficiales terrestres.
En esta ocasión el serotipo que se presenta con mayor

frecuencia es el 0:6 (16,5$)* seguido del 0:4 (12,1$) y

¿el 0:1 (7,4$). El 62,2$ de las cepas aglutinan en un

solo suero, mientras que el 15*2$ lo hacen en dos, el
^*7$ en tres y en un número superior de sueros el 1,3$
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TABLA 90

Resultados del tipado serológico de 230 cepas de P. aeru-

ginosa aisladas¡ de muestras de aguas superficiales terrestres

Aglutinacione s simples (62,2*)

NSsuero ^aglutinaciones % N^suero ^aglutinaciones *

1 17 7,4 11 10 4,3
2 3 1,3 12 1 0,4
3 3 1,3 13 5 2,1
4 28 12,1 14 1 0,4
5 8 3,4 15 1 0,4
6 38 16,5 16 1 0,4
7 , 0 0 17 0 0

8 5 2,1
-

9 7 3,0
10 15 6,5

Aglutinaciones dobles (15,2$)

N^suero N2aglutinaciones * suero ^aglutinaciones *

2-5 7 3,0 6-10 1 0,4
5-16 5 2,1 2-4 1 0,4
1-4 2 0,8 6-16 1 0,4
4-11 1 0,4 4-14 1 0,4

10-11 1 0,4 9-11 1 0,4
6-13 4 1,7 7-8 1 0,4
4-16 1 0,4 10-14 1 0,4
6-11 2 0,8 1-10 1 0,4
4-6 2 0,8 2-10 1 0,4

10-16 1 0,4



TABLA 90 cont.

Aglutinaciones triples (4,7$)

N2 suero N2 aglutinaciones %

2-5-16 3 1,3
2-5-H 1 0,4
1-2-13 1 0,4
2-4-10 1 0,4
5-10-16 1 0,4
2-5-15 1 0,4
2-5-10 1 0,4
4-6-16 1 0,4
1-4-16 1 0,4

Aglutinaciones múltiples (1,3$)
N2 suero

1-2-3-4-6-9-10-13
1-2-3-4-6-9-10

N2 aglutinaciones #

2 0,8
1 0,4

No aglutinables 38 (16,556)
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de las cepas. 38 cepas (16,5$) no aglutinan en presencia

de ningún suero.

En las 88 cepas de P. aeruginosa aisladas de muestras de

aguas marinas, el serotipo hallado con mayor frecuencia

es el 0:6 (14,7%)(PIGURA 49 y TABLA 91), habiéndose des-

crito esta característica en las aguas terrestres. Otro

serotipo hallado abundantemente en este medio es el 0:11

(13,6%), serotipo poco descrito generalmente en las cepas

estudiadas en este trabajo. Es a partir de las P. aerugi-

nosa aisladas de aguas marinas donde se ha presentado con

mayor frecuencia. En las cepas procedentes de productos

patológicos se ha observado con una cierta abundancia di-

cho serotipo (7,7%)* El serotipo 0:5 lo presentan el 9,1%
de las cepas procedentes de hábitats marinos. La frecuen-

cia con que se describe este serotipo en los restantes

medios es escasa. En total el 65,9% de las cepas agluti-

nan en un solo suero, el 12,5% en dos y en tres solamente
el 2,.3%. Sin embargo, un número considerable de cepas, .

19,3%, no aglutinan ningún suero.

Con las cepas de P. aeruginosa aisladas de muestras de
fangos de depuradoras, el serotipo que se presenta con



415

TABLA 91
Resultados del tipado serológico de 88 cepas de P, aeru-

ginosa aisladas de muestras de aguas marinas superficia—
les.

Aglutinaciones simples (65,9$)

N^suero ^aglutinaciones % NQsuero ^aglutinaciones #

1 5 5,6 11 12 13,6
2 7 7,9 12 0 0

3 0 0 13 0 0

4 6 6,8 14 0 0

5 8 9,1 15 1 1,1
6 13 14,7 16 1 1,1
7 2 2,2 17 0 0

8 2 2,2
9 1 1,1

10 0 0

Aglutinacione s dobles (12,

N^suero ^aglutinaciones $ N^suero N^aglutinac:iones $

3-10 1 1,1 1-5 2 2,2
9-10 1 1,1 5-16 1 1,1
2-16 1 1,1 2-5 3 3,4

11-16 1 1,1 7-8 1 1,1

Aglutinaciones triples.(2,3$)
N£ suero aglutinacione s $

2-5-16 1 1,1
1-5-6 1 1,1

2°, aglutinables 17 (19,3$)
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mayor abundancia es el 0:10 (13,9$) (FIGURA 49 y TABLA 92).

Este serotipo es minoritario entre las cepas procedentes

de los restantes hábitats;tan- sólo en las cepas aisladas

de formas farmacéuticas no estériles y alimentos aparece

una proporción comparable. Cabe destacar que un 9,3$ de

las cepas aglutinan con el suero 0:1 y el 6,9$ lo hace en

presencia del 0:6. En total solamente el 46,5$ de las ce-

pas aglutinan con un suero, siendo el porcentaje más ba-

jo hallado teniendo en cuenta la procedencia de las cepas.

Por otra parte, es en este grupo donde se alcanza el por-

centaje más elevado de cepas no aglutinables, 20,9$» Del

mismo modo son muy elevados los porcentajes de aglutinado-

nes dobles (27,9$) y triples (4,7%).

En la FIGURA 49 y TABLA 93 se describen los resultados

del tipado serológico de 103 cepas de P. aeruginosa ais-
ladas de productos patológicos. En la TABLA 93 se puede

observar que el 58,3$ de las cepas aglutinan con un solo

suero, el 15,5$ frente a dos, el 3,9$ con tres y frente
s un número superior el 7,8$. Las restantes cepas (14,5%)
no presentan aglutinación frente a ningún suero. Entre
las aglutinaciones simples, es en presencia del suero 4
¿onde se produce el porcentaje más elevado de reacciones
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TABLA 92
Resultados del tipado serológico de 43 cepas de P. aeru-

ginosa aisladas de muestras de fangos de depuradoras •

Aglutinaciones simples (46,5#)

N^suero ¡^aglutinaciones % N^suero ¡¡^aglutinaciones %

1 4 .9,3 11 1 2,3
2 0 0 12 0 0

3 0 0 13 0 0

4 2 4,6 14 0 0

5 2 4,6 15 0 0

6 3 6,9 16 0 0

7 0 0 17 0 0

8 0 0 —./

9 2 - 4,6
10 6 13,9

Aglutinaciones dobles (27,9#)

N^suero ¡¡^aglutinaciones % N^suero N2 aglutinacione s #

7-8 4 9,3 2-5 1 2,3
4-16 1 2,3 5-16 4 9,3

15-16 1 2,3 6-16 1 2,3

Aglutinaciones triples (4,7$)
NS suero NQ aglutinaciones #

1-9-10 1 2,3
4-5-16 1 2,3

ÍÍ2 aglutinables 9 (20,9$)
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TABLA 93
Resultados del tipado serológico de 103 cepas de P, aeru-

pinosa aisladas de productos patológicos.

Aglutinaciones simples (58,3%)

N^suero ^aglutinaciones % N^suero ^aglutinaciones %

1 6 5,8 11 8 7,7
2 4 3,8 12 0 0

3 6 5,8 13 0 0

4 17 16,5 14 0 0

5 1 0,9 15 0 0

6 6 5,8 16 3 2,9
7 1 0,9 17 0 0

8 2 1,9 * -

9 2 1,9 ■

10 4 3,8

Aglutinaciones dobles (15,5%)

RSsuero ^aglutinaciones % N-^suero ^aglutinaciones %

5-16 2 1,9 6-10 1 0,9
6-13 2 1,9 2-5 2 1,9
2-10 2 1,9 4-10 1 0,9
9-10 1 0,9 7-8 1 0,9
2-4 1 0,9 3-10 1 0,9
3-9 1 0,9 2-16 1 0,9
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TABLA 93 cont.

Aglutinaciones triples (3,9$)

NQ suero aglutinaciones %4-9-10 1 0,9
2-5-16 1 0,95-10-16 1 0,9
1-2-9 1 0,9

Aglutinaciones múltiples (7»8$)
suero NQ aglutinaciones #1-2-4-10 1 0,9

4-9-10-13 1 0,92-4-9-10 1 0,93-4-9-10 1 0,9
1-2-3-10 1 0,9
1-4-9-10-13 1 0,9
1-2-3-4-9-10 1 0,9
1-2-3-4-6-9-10 1 0,9

No aglutinables 15 (14,5$)
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positivas, un 16,5$. Este porcentaje es comparable a los

hallados con las cepas procedentes de aguas superficia-

les (12,1$) y formas farmacéuticas no estériles y alimen-

tos (11,5$). En segundo lugar el suero en que aglutinan

un número elevado de cepas aisladas de productos patoló-

gicos es el 0:11 (7,7$). Un 5,8$ de estos microorganismos

aglutinan con los siguientes sueros 0:1, 0:3 y 0:6.

Los resultados obtenidos con las 26 cepas procedentes de-

formas farmacéuticas no estériles y alimentos se encuen-

tran en la FIGURA 49 y en la TABLA 9^« Erente al suero 1

aglutinan el 26,9$ de los microorganismos. Este dato es

comparable al resultado hallado con las cepas procedentes

de suelos (28$). Se ha hallado un porcentaje elevado de

aglutinación frente a los sueros 4 y 10, encontrándose

en ambos casos un 11,5$ de resultados positivos. En los

serogrupos 0:3, 0:5, 0:6, 0:11 y 0:13 aglutinan el 3,8$
de las cepas respectivamente. En total el 69,2$ de las

cepas aglutinan únicamente en un suero. El porcentaje de

aglutinaciones dobles en las cepas de esta procedencia es

7,7$, triples 3,8$ y múltiples 3,8$. Finalmente el 15,4$
de las cepas no aglutinan frente a ningún suero.
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TABLA 94
Resultados del tipado serológico de 26 cepas de P. aeru-

pinosa aisladas de muestras de formas farmacéuticas no
estériles j alimentos.

Aglutinaciones simples (69,2$)

N^suero ^aglutinaciones % N^suero ^aglutinaciones %

1 7 26,9 11 1 : 3,8
2 o‘ 0 12 0 0

3 1 3,8 13 1 3,8
4 3 11,5 14 0 0

5 1 3,8 15 0 0

6 1 3,8 16 0 0

7 0 0 17 0 0

8 0 0

9 0 0

10 3 11,5

Aglutinacione s dobles (7,7%) 1

1P suero ^aglutinaciones %

5-16 2 7,7

Aglutinaciones triples (3>8$)

NSsuero ^aglutinaciones %

2-5-16 1 3,8

Aglutinaciones múltiples (3,8%)
N- suero aglutinaciones

3-4-5-6-11-14-15
2® aglutinables 4 (15,4%)

1 3,8
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En la TABLA 95 se describen los resultados del tipado

serológico de 565 cepas de P. aeruginosa. El serotipo

más frecuente es el 0:6, describiéndose en el 13,9# de

las cepas. En la FIGURA 49 se puede observar que este se-

rotipo no se halla distribuido de forma homogénea según

la procedencia de las muestras. Los hábitats más caracte-

rísticos de este serotipo son suelos, aguas terrestres j

aguas marinas. Tanto el serotipo 0:1 como el 0:4 se pre-

sentan con una frecuencia elevada, describiéndose respec-

tivamente en un 10,6# y 10,0# de las cepas. De forma si-

milar, la distribución de estos serotipos no es uniforme

(FIGURA 49). Los restantes serotipos se presentan con

una frecuencia más baja, pudiéndose resaltar tan sólo
lo serotipos 0:11 (5»6#) 7 0:10 (5i3#). Únicamente fren-

te al serotipo 0:17 no se evidencia ninguna aglutinación.

El 15,6# de los microorganismos aglutinan en dos sueros.

La combinación más abundante es 0:5 7 16 (2,7#). También

se pueden describir como características las asociaciones

0:2 y 5 (2,5#) j 0:7 y 8 (1,4#). Los porcentajes de aglu-
tinaciones triples (3,7#) Y múltiples (2,1#) son inferió-
res.



TABLA 95 -

Resultado del tipado serológico de 565 cepas de P. aeru-

ginosa

Aglutinaciones simples (62,3$)

N^suero aglutinaciones # N^suero ^aglutinaciones #

1 60 10,6 11 32 5,6
2 14 2,4 12 1 0,1
3 16 2,8 13 6 1,0
4 57 10,0 14 1 0,1
5 21 3,7 15 2 0,3
6 79 13,9 16 5 00o

7 4 0,7 17 0 0

8 12 2,1
9 12 2,1

10 30 5,3

N2 aglutinac iones %

Aglutinaciones dobles i 88 15 £

Aglutinacione s triples 21 3,7

Aglutinaciones múltiple¡ S 12 2,1

No aglutinables 92 (16,3$)



Porcentajedeaglutinación

FIGURA 49 Serogrupos hallados en las cepas de P. aeru

ginosa según su procedencia.

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 13 16 17 NA

Serotipos
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El examen de los resultados del serotipado de las 565

cepas de P. aeruginosa revela la presencia de unas dife-

rencias entre las distintas procedencias. Para poder te-

ner una información más precisa de la relación existente

entre los serotipos de cada zona de muestreo, se ha reali-

zado una matriz de correlación con los porcentajes de aglu-

tinación hallados en cada suero. Estos resultados se pre-

sentan en la TABLA 96.

El valor más elevado, r=0,8074, se presenta al comprobar

los resultados del serotipado obtenidos con las. cepas

aisladas de fangos de depuradoras y aguas superficiales.

Otros valores significativamente elevados son los halla-

dos al comparar los resultados obtenidos con las cepas

procedentes de aguas marinas j aguas superficiales

(r=0,7912)y aguas terrestres con productos patológicos

0=0,7893).

Las correlaciones más bajas halladas son las que se pre-

sentan al realizar el estudio entre formas farmacéuticas

no estériles con aguas marinas (r=0,375¿*-) 7 productos pa-

tológicos con cepas procedentes de suelos (r=0,4616).
Según estos datos, los tipos de cepas aisladas en dichos me-
dios se pueden considerar serológicamente diferentes.
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5.7. UPADO POR PRODUCCION I SENSIBILIDAD A LAS AERUGINO-

CIÑAS

En la TABLA 97 se encuentran los resultados del tipado

de P. aeruginosa mediante la producción y sensibilidad

a las aeruginocinas sobre 75 cepas aisladas de muestras

de suelos. El tipado por producción permite situar a to-

das las cepas menos la 79.4, lo que supone un 98,8$ de

capacidad de tipado. Al realizar los ensayos de sensibi-

lidad se tipan el 96$ de las cepas, valor ligeramente in-

ferior al anterior. Considerando los resultados obtenidos-

tanto por producción como por sensibilidad, se sitúa el

100$ de las cepas (TABLA 115).

i

Los resultados del ALA aeruginocinotipo, mediante el uso

de las cepas Alabama, tanto por producción como por sen-

sibilidad (los dos primeros dígitos), se encuentran ex-

presados en la TABLA 98. Con las cepas aisladas de mués-

tras de suelos, el ALA aeruginocinotipo más abundante por

producción es el 88, hallándose en 29 cepas (58,7$). La

frecuencia de aislamiento de los restantes valores es

muy inferior. El dígito 54 lo presentan 9 cepas y los di-
Sitos 37 y 57, siete cepas en cada caso. Por sensibilidad
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TABLA 97
Resultados del tipado por producción y sensibilidad a

las aeruginocinas y serotipo de 75 cepas de P. aerugino-

sa aisladas de muestras de suelos.

Cepa número Serotipo Producción Sensibilii

33.4- 10 37 3112 88 8886

37.1 1 88 7588 12 4711
37.2 1 88 7588 12 4711
37.4- 1 88 7588 12 4711
4-0.3 1 88 7588 12 6711
40.4 1 88 7588 12 6711
51.3 1 37 7322 16 6813

51.4 1 88 8878 12 2713
59.1 1 88 8674 12 2711
59.2 1 88 8674 12 2711
62.1 6 36 6888 15 4-713
62.2 6 76 6888 15 4-713

62.3 6 76 6888 15 4713
62.4 6 36 6888 15 4711

63.1 1 88 8878 12 4311

63.2 1 88 8878 12 4311

63.3 1 88 8878 12 4311

63.4 1 88 8878 12 4311

78.1 3 88 3888 14 4343

78.2 3 88 3888 14 4343

78.3 3,15 88 3888 14 4343

78.4 3,15 88 3888 14 4343

79.1 NA 88 8578 16 4741
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TABLA 97 cont.

Serotipo

3
6

- 3

3
NA

8,12
1.15
6.16

6

6,16
NA

1,2,8
8

8

8

NA

NA

6

NA

6

6

6

NA

6

2,5
6

NA

6

6

1

Producción Sensibilidad

88 8578 16 4741

37 3112 38 7342
88 8888 16 4743
88 3578 16 2713
12 1414 88 8886

12 1414 88 8886

88 8878 12 4711
34 1122 38 7842
34 1122 38 7842

34 1122 38 7842
34 1122 38 7842
12 1414 88 5876
12 1414 88 5876
12 1414 88 5876
12 1114 88 8888

34 1122 38 7842
34 1122 38 7842

34 1122 38 7842

34 1122 38 7862

37 3112 38 5742

37 3112 38 5742

37 3112 38 5742

37 3112 38 5742

33 3112 38 5742

57 7422 88 8885

57 3122 88 7785
57 3122 88 7785
57 3122 88 8885

57 3122 86 7772

88 8588 62 6883

Cepa número

79.2

79.3
79.4
84.2

84.3

86.1

86.2

116.1

116.2

116.3
116.4

117.1
117.2
117.4

117.3
118.1

118.2

118.3
118.4

123.1
123.3

123.4
124.1

123.2
126.1

128.1

128.2

128.3
128.4

130.1
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TABLA 97 cont.

Cepa número Serotipo Producción Sensibili<

130.2 1 88 8578 62 6883
130.3 1 88 8578 12 4783
130.4 1 88 8578 12 4783
131.1 6 38 8877 15 4-763
131.2 6 38 8887 18 6883
132.1 10 54- 1121 88 8888

132.2 1 68 7738 12 6721
132.3 1 88 7858 12 4311

132.4 5 34- 1121 88 8875
151.1 6 38 8887 15 6753
152.1 6 38 8887 15 6763
186 2,9 82 2884 12 2883
187 4 61 1251 88 8888

205 3 68 8878 14 174-1
216 5,16 58 7832 88 8885

225 1 • 57 5122 35 8562
231 1 88 8688 12 674-3
232 6,15 57 3112 38 874-5

323.1 7,8 64 1117 . 88 8876

323.2 7 64 1117 88 8876

330 1,10 88 7888 12 6781

331 NA 88 7888 12 6711
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aparecen tres dígitos con una frecuencia bastante elevada.

SI valor 12 se ha descrito en 21 cepas (28$), seguido del

valor 88, hallado en 17 cepas (22,7$) y el valor 38 en

15 cepas (20$).

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en el AhA aerugi-

nocinotipo tanto por producción como por sensibilidad, '

los valores hallados en los ensayos de producción con ma-

yor frecuencia corresponden.al 88 y en los ensayos-de sen-

sibilidad al 12, comunes en 19 cepas (25,3$)» Otros valo-

res de frecuencia inferior corresponden a los datos

34-38 para ocho cepas, 12-88 para seis y 37-38 para cinco.

Para poder verificar la existencia de una relación inver-

sa entre los resultados obtenidos en el tipado por pro-

ducción y sensibilidad, se ha clasificado cada cepa en

uno de los nueve patrones distintos referidos al porcen-

taje de inhibición hallado por producción o sensibilidad

a las aeruginocinas (TABLA 99)* En caso de las cepas de
P« aeruginosa procedentes de suelos, el patrón más fre-

cuente es 4/444 (producción/sensibilidad), en el 28$ de
las cepas, seguido del patrón 4/44, con un 21,3$» Los
Patrones que no se hallan son 44-4/4-44 y 44/444, signifi-
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TABLA 99

Relación entre la producción de aeruginocinas. y sensibi—

lidad a las mismas en 75 cepas de P. aeruginosa aisladas

de muestras de suelos.

Producción

Sensibilidad 4-4-4- 4-4- 4-

444 0# 0$ 28#

4-4- 17» 3# 2,6# 21,3#

4» 17*3$ 8# 5,3#

4- Inhibición de 0 a 6 cepas ALA o inhibición produci-

da por 0 a 6 lisados de cepas ALA.

44 Inhibición de 7 a 12 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 7 a 12 lisados de cepas ALA.

4+4 Inhibición de 13 a 18 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 13 a 18 lisados de cepas ALA.
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cando este resultado que entre los microorganismos proce-

dentes de muestras de suelos hay una ausencia de cepas

muy productoras y muy sensibles a las aeruginocinas. De

acuerdo con estos datos, las cepas de P. aeruginosa aisla-

das de suelos son malas productoras de aeruginocinas, pe-

ro sensibles a las mismas. Estas cepas son las únicas que

presentaron dicha característica.

Los resultados del tipado de las cepas aisladas de mués-

tras de aguas superficiales por producción y por sensibi-

lidad se encuentran en la TABLA 100. Por producción se

ha tipado el 97,4$ de las cepas, mientras que por sensi-

bilidad el 57,4$. Al combinar ambos métodos sólo una ce-

pa no ha podido ser caracterizada (TABLA 115)*

En la TABLA 101 se presenta el ALA aeruginocinotipo de

las cepas de P. aeruginosa aisladas de aguas superficia-

les. Por producción los tipos más frecuentes son los que

sus cifras iniciales son 88 (14-,8$), 62 (12,2%), 37

(11,7%) y 12 (10,4-%).La sensibilidad permite una agrupa-

ción en tres modelos : 88 en un 64-,3%, 38 en un 14-,8% y

12 en un 10%. Los ALA aeruginocinotipos obtenidos por

combinación más abundantes son : 12-88 (10,4-%), 4-2-88
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TABLA 100

Resultados del tipado por producción y sensibilidad a las

aeruginocinas y serotipo de 230 cepas de P. aeruginosa

aisladas de muestras de aguas superficiales terrestres.

Cepa número Serotipo

9.2 NA

9.4- 1

12.3 13

25.1 NA

25.2 •5
25.3 5

25.4 2,5
29.1 10

29.2 NA

32.1 1

32.2 1

32.3 1

42.1 9
42.2 9

42.3 9
43.1 5,16
43.2 5,16
43.3 5,16
43.4 2,5,16
57.1 6

57.2 4

57.3 4

57.4 4

60.1 NA

Producción Sensibilidad

88 3888 11 6763
88 7888 12 4711
88 7688 88 8888

88 7658 11 2741
12 1112 88 8888

11 1414 88 8888

12 1414 88 8888

42 2637 88 8888

42 2637 88 8888

78 8838 12 4883

78 8878 12 6883
88 8688 12 6741

88 7688 88 8888

88 7688
' 88 8888

88 7688 88 8888

12 1424 88 8875
12 lili 88 8875
12 1424 88 8885
12 1424 88 8888

57 3112 38 8845
62 1231 88 8888

61 1231 62 6887

61 1311 62 6887

11 1424 88 8885
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TABLA 100 cont.

Cepa número Serotipo Producei6n Sensibilidad

60.3 5 11 1424 88 8885
60.4 11 62 1231 88 8888

64.1 4 62 1231 88 8888

64.2 1 88 8888 12 6411

64.3 1,4 61 1231 88 8888

64.4 4 61 1231 88 8888

70.1 2,5,16 11 1424 88 8885

70.2 2,5,16 11 1424 88 8885

71.1 8 12 1114 88 8888

74.1 6 24 3652 88 8888

74.2 6 57 3122 38 8745

74.3 6 57 3122 88 8875

74.4 6,13 37 3112 88 8785

75.1 . 6 37 3122 38 8845

75.2 6 37 3122 38 8865

75.3 6 37 3122 38 8865

75.4 6 37 3122 38 8865

76.1 1,2,3,4,6,9,10,13 37 3122 88 8885

76.2 1,2,3,4,6,9,10 37 3122 88 8885

76.4 1,2,3,4,6,9,10,13 37 3122 88 8885

85.1 1 57 3412 88 8858

90.1 6 85 7838 15 4741

90.2 13 88 8838 12 4741

90.3 13 37 3122 88 3772

95.1 10 42 1424 88 8888

102.1 10 42 1424 88 8888

102.2 11 62 1231 88 5888

102.3 4 62 1231 88 8888

102.4 10 42 1424 88 8888

104.1 1 88 8888 12 6431



437

TABLA 100 cont.

Cepas número

104.2

105.1
105.2
105.4
106.3

107.1
107.3
107.2
107.4
109.1
109.2
110.1

110.2

110.3
110.4

113.2
116.4

117.1
117.2
117.3
117.4
118.1

118.2

118.3
118.4

125.1
125.2
125.3
126.3
126.4

Serotipo

2

11

NA

2,5,11
1,2,13

NA

4,16
13

6

6,11
6,11
6,13
6,13
6,13

13
NA

11

6

6

6

6,10
8

10

11

10

2,4,10
4

4

4

4

Producción

11 1424

61 1211

62 1232
42 1411

61 1231
61 1231
61 1231
81 1232

57 7112
17 3122
17 3122
36, 6887
36 6887
36 6867
36 6888
37 3122
61 1231

37 3112

37 3122
57 7122
37 3122
12 1414

12 1424

21 1131
12 1121

62 1131

62 1131

62 1131
62 1131

62 1131

Sensibilidad

88 8885
88 5888
88 5888
88 8888

88 5888
88 5888
88 5888
88 5888
38 5742
38 7742
38 7742
12 4711
12 4711
12 4711
12 4711
38 8811

88 8878
00KA 3742
00K\ 5742
00 5742

VX 00 8762
88 5876
88 8888

88 8878
88 8888

88 8888

88 8888

88 8888

88 8888

88 8888
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TABLA 100 cont.

Cepa número

126.1

126.2

130.4

135.2
138.1
139.1
139.2

139.3
139.4
140.1

140.2

140.3
142.1

142.2

142.3
142.4

143.1

143.2
143.3
143.4
144.1

144.2

144.3
147.1

147.2
147.3
147.4
149.1

149.2

155

Serotipo

4

2,4
6

NA

6

5
.

5

5,10,16
NA

1

1

1

4

11

4

NA

6

NA

6,16
1

NA

NA

NA

NA

6

NA

6

NA

NA

10

Producción

62 1151
62 1151
37 3412
24 1631
62 1884

46 1424

42 1414

12 1424

42 1424

37 3322

37-3312
37 3312
41 lili

88 8578

71 1131
42.. 1124

14 3121
14 3111

37 3111
37 3322
11 lili

42 1421

66 1412

37 3112
37 3112
37 3112
37 3112
57 3111
42 1424

87 7426

Sensibilidad

88 8888

88 8888

38 8762
88 8888

12 2841

88 8875
88 8848

88 8875
88 8888

18 4711
16 4711
16 4721
88 8888

76 7586
88 8888

88 8888

38 8772
38 8742
38 574-2
15 6511
88 8888

88 8885
88 8888

38 8772
38 8842
38 8742
38 8742
88 8888

88 8875

38 8865
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TABLA 100 cont.

Cena número Serotipo Producción Sensibilidad

166 9,11 37 3122 38 8342
168 6 61 1131 88 8888

173 1 88 7888 12 6821

174 11 81 1231 88 5888
189 6 37 3122 38 5365
190 12 88 8888 88 8888

191 11 61 1131 88 8878
192 4 61 1231 88 8888

193 10 88 8858 12 6865
194 6 37 3112 38 8542
195 4 61 1231 88 8888

197 NA 61 7281 12 6885
210 2,5 12 1424 88 8888

232 9 62 1271 12 6511
233 NA 62 1271 12 6511
234 NA 62 1271 12 6511

235 6 57 3122 88 8888

236 9 61 7558 88 8888

237 4 62 1283 78 8811

238 4 62 1273 12 6811

242 NA 82 1273 88 8888

245 6 88 8888 12 6711

257 7,8 62 1672 88 8888

258 10,14 82 1232 88 8888

265 6 51 3125 88 8888

270 3 88 7878 11 6741

275 1 88 6538 88 8878

278 11 12 1411 88 8888

279 11 82 1273 88 8888

283 2 85 6858 88 8888
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Cepa número

440

Serotipo Producción Sensibilidad

284 4 12 1233 88 8888

285 4 12 1273 88 8888

286 NA 42 1157 86 8888

304 10 65 6878 88 8888

305 5,16 42 1117 88 8888

306 3 86 1135 11 1741
307 6 37 3112 31 7715

308 2,5 12 1424 88 8888

311 2,5 42 1427 88 8888

la 5 42 3214 88 8885
2a 6 37 3412 38 5846
3a 2,5,15 12 1414 88 8885
6a 6 88 7178 15 6763
7a 6 88 7278 15 6741
8a 4 62 3231 88 8888

9a 2,5,10 45 3464 88 8888

10a 2,5 42 1424 88 8888

Ib 6 88 7138 15 6741
2b NA 82 1231 82 6887

3b 8 12 1424 88 8888

4b 6 88 7278 15 6883

5b 6 88 4425 88 8888

6b NA 57 4122 88 8888

7b 10 42 lili 88 8888

8b 2,5 42 1424 88 8888

9b 6 88 8738 18 8885
10b NA 88 8558 88 8888

le NA 57 7122 88 8888

2c 4,6,16 53 7112 88 8888

3c 4 41 lili 88 8888



441

TABLA 100 cont.

Pepa número Serotipo Producción Sensibilidad

4c 4,11 41 1131 88 8888

5c 4 88 7355 88 8888

6c NA 66 lili 88 8888

7c 1,4 61 1131 88 8888

8c 1 88 8686 12 2711
9c 1,4,16 61 lili 88 8888

10c *.6 87 4726 88 8888

Id 10 57 7122 88 8788
2d 4 88 3155 88 8888

3d NA 88 7755 88 8888

4d 4 62 1331 88 8888

5d NA 37 3112 38 8741
le 2 42 1424 88 8888

2e 15 21 lili 88 8888

3e 6 54 3122 88 8785
4e 5 57 8122 88 8885

5e NA 11 1424 88 8885
If NA 88 8658 .

88 8885
2f NA 61 1231 88 5888

3f 10 12 1424 88 8888

4f 5,16 11 1424 88 8888

5f 1,10 88 8888 38 8885
6f 9 57 7122 88 8888

7f 9 87 8558 88 8888

8f 4 62 1131 88 8888

9f 1 88 8578 22 6841

lOf 14 87 8588 88 8888

lg 16 44 lili 88 8885

2g 8 12 1414 88 8886

3g 3 85 8878 12 8743
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TABLA 100 cont.

a número Serotipo Producción Sensibilidad

4g 4 86 8858 38 8785
5g 6 64 1231 85 6888
6g 10 12 1424 88 8888

7S 4,6 62 1231 88 8888

8g 4 61 1231 42 6883
9g 2,5 42 1426 88 8888

lOg NA 42 lili 88 8888

lh NA 33 3122 38 8845
2h 6 88 8888 18 8775
3h 10 86 8856 88 8888

4h 5 54 7112 88 8885
5h NA 12 1124 88 8885
7h NA 12 1114 88 8885
8h 6 34 3112 38 8845
9b 4 62 1231 88 8888

lOh 10 65 8588 88 8888

li 10,11 62 1231 88 8888

2i 10,16 87 8588 88 8886

3i 4,14 62 1231 88 8888

4i NA 62 1231 62 6887
5i 6 57 3122 38 8745
6i 2,10 12 1424 88 8888

7i . : 8 42 1414 88 8878
8i 6 57 3122 38 8742
9i 1 88 6688 12 6761

lOi 1 88 8688 12 6761
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(9,1#)» 62-68 (9,1#), 37-38 (8,3#), 61-88 (6,5#), 88-12

(4,8$) y 88-88-- (4,8$).

Tanto con la observación de los ALA aeruginocinotipos

más frecuentes como con los patrones de la relación pro-

ducción/sensibilidad a las aeruginocinas presentados en

la TABLA 102, se puede afirmar que las cepas de P. aerugi-

nosa aisladas de aguas superficiales son buenas producto-

ras de aeruginocinas y poco sensibles a las mismas. En

la TABLA 102 el patrón que se encuentra con más frecuen-

cia es el 4*4-4-/-I-, en un 44,8$ de las cepas, seguido del

patrón 44/4 en el 20,4$ de las mismas.

Los resultados del tipado hallados con las 88 cepas de

P. aeruginosa aisladas de aguas marinas se encuentran en

la TABLA 105. Por ensayos de producción se tipa el 100$

de las cepas. En cambio mediante ensayos por sensibilidad

el 35,2$ de las cepas no han sido tipables (TABLA 115).

El ALA aeruginocinotipo se describe en la TABLA 104. Por

producción los tipos que se han hallado con más frecuen-

cia son el 12, que lo presentan 25 cepas, lo que repre-

senta un 26,1$. Unos porcentajes mucho más bajos son los
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TABLA 102

Relación entre la producción de aeruginocinas j sensibi-

lidad a las mismas en 230 cepas de P. aeruginosa aisladas

de muestras de aguas superficiales terrestres.

Producción

Sensibilidad 4-4-4- 4-4- 4-

4-4-4- 0# 2,2# 5,2#

4-4- 4,3# 6,1# 6,5#

4- 44,8# 20,4# 10,4#

+ Inhibición de 0 a 6 cepas ALA o inhibición produci-

da por 0 a 6 lisados de cepas ALA.

'++ Inhibición de 6 a 12 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 7 a 12 lisados de cepas ALA.

444- Inhibición de 13 a 18 cepas ALA o inhibición pro-

ducida por 13 a 18 lisados de cepas ALA.
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TABLA 105

Resultados del tipado por producción j sensibilidad a las

aeruginocinas j serotipo de 88 cepas de P. aeruginosa

aisladas de muestras de aguas marinas superficiales.

Cepa número

1.1

1.2

2.1

3.1

7.1
21.1

21.2

22.1

22.2

25.1

25.2
24.1

24.2

25.1

25.2
26.1

26.2

28.2

31.1

31.2

32.1

32.2

33.1

Serotipo

11

3.10
9.10

15
NA

5
11.

2

2,16
6

6

NA

11

11

11,16
5
7

11

2,5,16
16

6

2

7

Producción

61 6141

88 6578
58 6858
61 1171
33 7112
42 1424

41 lili

36 1855
24 2722

37 1122

37 1122

11 1611

61 1132
61 1231
64 1231
11 1624

46 1424

66 3111
12 1114

12 1414

17 1112

62 1424

12 1424

Sensibilidad

88 5888
84 1815
12 6867
88 8888

58 8842
88 8875
88 8875
88 8888

88 8888

58 8762
58 8762
85 8888
88 8878
88 5878
88 8878
88 8875
58 8876
88 8878
88\ 8888

88 8885
38 7762
88 8875
88 8882
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TABLA 103 cont.

Cepa número Serotipo Producción Sensibilidad

33.2 2 12 1411 88 8888

34.1 1 56 2234 12 6711
34.2 1 87 7828 88 8882

35.1 5 12 1424 88 8875
35.2 NA 12 1424 88 8875

36.1 1,5 12 1424 88 8875
36.2 1,5 12 1424 88 8875

38.1 5 12 1424 88 8875
38.2 1,5,6 12 1424 88 8875

39.1 NA 12 1424 88 8875

39.2 2 12 1424 88 8875

52.1 4 62 lili 88 8888

52.2 4 62 lili 88 8888

53.1 4 62 lili 88 8888

53.2 2 42 1131 88 8888

54.1 NA 42 1121 88 8888

54.2 NA 62 1231 88 8888

55.1 1 88 6538 26 6877

55.2 4 62 1231 88 8888

56.1 6 34 1112 88 8888

56.2 6 37 3112 37 33^2

57.1 8 12 1424 18 7862

57.2 NA 37 3112 18 7862

58.1 6 37 3112 37 7862

58.2 NA 57 4112 88 8878

59.1 NA 12 1424 88 8886

59.2 8 12 1424 88 8886

64.1 6 12 1424 38 5745

64.2 NA 33 3112 88 8888

65.1 6 37 3112 37 3342
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TABLA 103 cont.

Cepa número Serotipo Producción Sensibilidad

65.2 6 37 3112 37 334-2
78.1 5 42 1424 88 8875
79.1 6 88 7258 15 4-761
79.2 5,16 42 1424 88 8875
90.1 1 68 5888 12 6711
99.1 NA 12 1421 85 8888
99.2 NA 12 1421 85 8888

105 2 62 1424 88 8588
106 NA 61 1211 88 8888

116 11 12 1424 88 5878
117 2 12 1424 88 8888

119 4 61 lili 88 8888

120 NA 12 1424 88 8888

121 2,5 42 1124 88 8888

122 NA 57 3^-22 78 4745
123 NA 42 1414 88 8885
124.1 11 62 1121 88 8888

124.2 11 62 1121 88 8888

126.1 11 61 1231 88 5888
126.2 5 62 34-21 88 8885

127 11 21 1231 88 8888

128 6 57 3122 38 8782

131 2,5 11 1411 88 8888

132 NA 12 1424 88 8888

133 11 61 1231 88 8888

134 6 58 8426 88 8888

136 4 82 3271 88 8888

144 5 42 1424 88 8885
146 11 81 1231 88 8888

147 6 3'1 1122 38 8842
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TABLA 103 cont.

Cepa número

148

149

156
•

158
162

Serotipo

5
1

9

7,8
2,5

Producción

12 1424

57 8322
34 3122
11 1124

42 1424

Sensibilidad

88 8885
88 8888

88 8888

88 5888
88 8888
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que se han obtenido con los valores 62 (11,4$), 42 (10,2%)

y 61 (9,1%). k°s restantes tipos se encuentran bastante

distribuidos. Por sensibilidad un número muy elevado de

cepas, 64 (72,7%), que presentan un código que comienza

por el número 88. Los restantes datos no manifiestan una

frecuencia significativa. Al estudiar los resultados obte-

nidos combinando el tipado por producción y sensibilidad,

los tipos que se describen con más frecuencia son los si-

guientes : 12-88 (21,6%), 62-88 (11,4%), 42-88 (10,2%) y

61-88 (9,1%).

Las cepas procedentes de poblaciones aisladas a partir de

hábitats marinos son altamente productoras de aeruginoci-

ñas, presentando el índice más elevado entre la colección

de P. aeruginosa que hemos estudiado. Los tres patrones

que cumplen esta característica, 4-4-4*/4-4-, +44/4 y 44/4,'
se hallan en el 89,8% de las cepas. Entre estos el más

abundante es 444/4, en el 69,3% de los casos (TABLA 105).

En la TABLA 106 se presentan los resultados del tipado

por producción y sensibilidad de 43 cepas de P. aerugino-
sa aisladas de fangos de depuradoras. Por producción se

tipan todas las cepas, mientras que por sensibilidad 19
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TABLA 105

Relación entre la producción de aeruginocinas y sensibili-

dad a las mismas en 88 cepas de P. aeruginosa aisladas

de muestras de aguas marinas superficiales.

Producción

Sensibilidad 4-4-4- 4-4- 4-

4-4-4- 0# 1,1# 1,1#

+4 9,1# 1,1# 3,4#

69,3# 11,4# 3,4#

4- Inhibición de 0 a 6 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 0 a 6 lisados de cepas ALA.

-4-4- Inhibición de 7 a 12 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 7 a 12 lisados de cepas ALA.

444- Inhibición de 13 a 18 cepas ALA o inhibición pro-

ducida por 13 a. 18 lisados de cepas ALA.
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TABLA 106

Resultados del tipado por producción j sensibilidad a las
aeruginocinas j serotipo de 43 cepas de P. aeruginosa
aisladas de fangos de depuradoras.

Cena número

1

3

5
7
8

9
11

16

18

19
20

21

29
31

34-

35
36

37
38

39
43
50

52

53
54-. 1

Serotipo

1

10

NA

10

1

10

7,8
4,16

1

9
6

6

9
NA

15,16
NA

6

NA

NA

NA

11

4

NA

1,9,10
2,5

Producción

86 5874
12 1424

42 1424

12 1424

68 8578
66 7578
12 1114

62 1271
48 8878
62 2684

37 3112
88 4255
12 1424

62 1644

66 7666
14 3112
14 3112

54 7125
54 7125
14 3112
61 1211

12 1424

42 1424

27 H22
42 1414

Sensibilidad

12 2788
88 8888

88 8885
88 8888

11 6744
88 8888

88 5878
42 6886

12 4714
12 6844

38 5748

15 2744
12 6864

88 8888

88 8885
88 8788
88 8888

88 8888

88 8888

88 8888

88 5888
88 8888

88 8888

38 8846
88 8888
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TABLA 106 cont.

Cepa número Serotipo Producción Sensibilidad

54.2 5,16 57 1122 38 8866

55.1 10 12 1421 88 8888

55.2 10 86 7858 88 8888

57 5,16 42 1121 88 8888

58 5,16 12 1424 88 8885
59 7,8 12 1424 88 8886

60 10 42 1424 88 8888

61 7,8 58 5712 18 8535
63.1 7,8 87 8888 12 6713
63.2 1 87 8688 38 8788
64 5 42 1414 88 8888

65 4 82 1271 88 8888

67 6,16 56 8786 88 8885
72 NA 61 1231 88 8888

73 NA 58 8422 38 8788

74 5,16 12 1426 88 8888

75 4,5,16 62 5426 88 8885

77 5 22 8488 88 8885
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cepas presentan el patrón 888888, lo que significa que

un 44,2$ no fueron tipables (TABLA 115)»

El ALA aeruginocinotipo por producción se presenta en la

TABLA 107. Se puede observar que por producción hay una

distribución bastante amplia de los resultados. Los có-

digos más frecuentes son 12 (20,9/0 J 42 (14,0$)» Por en-

sayos de sensibilidad más de la mitad de las cepas (67,4$)

tienen como código 88. El 12 se presenta en 11,6$ de las

mismas. En la TABLA 107, al comparar los valores obteni-

dos tanto por producción como por sensibilidad encontra-

mos que las combinaciones más frecuentes son 12-88, que

la presentan ocho cepas (18,6$) y la combinación 42-88

en seis cepas (14,0$).

En la TABLA 108 se presentan los patrones de la relación

producción/sensibilidad a las aeruginocinas de las cepas

procedentes de fangos de depuradoras. El patrón que se

describe con mayor frecuencia es 4-++/+, en el 46,5$ de

los casos. En general, los patrones más abundantes son

los que presentan una mayor producción que sensibilidad,

afectando al 69,7$ de las cepas, valor muy similar al ha-

liado en las cepas procedentes de aguas terrestres.
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TABLA 108

Relación entre la producción de aeruginocinas y sensibili—

dad a las mismas en 43 cepas de P. aeruginosa aisladas

de muestras de fangos de depuradoras.

Producción

Sensibilidad i-i-i- 44 4*

444- 0# 0# 2,3#

44 2,3# 4,7# 9,3#

4- 46,5# 20,9# 14,0#

4- Inhibición de 0 a 6 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 0 a 6 lisados de cepas ALA..

1+ Inhibición de 7 á. 12 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 7 a 12 lisados de cepas ALA.

4-44 Inhibición de 13 a 18 cepas ALA o inhibición produ'

cida por 13 a 18 lisados de cepas ALA.
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Una vez realizado el tipado por aeruginocinas de las 105

cepas de P. aeruginosa procedentes de productos patológi-

eos, se dispusieron los resultados en forma de código.

Estos resultados se presentan en la TABLA 109. Por pro-

ducción, cinco cepas no pudieron ser tipadas, lo que re-

presenta un 95,1$ de tipabilidad del método. Por sensibi-

lidad este valor es más bago, habiéndose tipado el 70,9$

de las cepas. Al combinar ambos métodos se ha conseguido

un 98,1$ de tipabilidad, apareciendo dos cepas no carac-

terizables usando los dos métodos (TABLA 115)»

Según la TABLA 110 el ALA aeruginocinotipo que se presen-

ta con mayor frecuencia al tipar las cepas por producción

es el 88 (25,2$), seguido del 86 (16,5$) 7 61 (9,7$). Los

restantes códigos se han hallado en un número inferior de

cepas. Por sensibilidad también el código 88 es el que

se ha descrito con más frecuencia (43,7$), seguido del

62 (16,5$) 7 del 38 (9,7$). Combinando el tipado por pro-

ducción y sensibilidad,los resultados más significativos
debido al número de cepas en los que se han descrito son :

86-62 (11,7$) y 61-88 (9,7$), no pudiéndose describir mo-

délos homogéneos de tipado por hallarse los distintos ti-
Pos heterogéneamente distribuidos entre las cepas.
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TABLA 109

Resultados del tipado por producción y sensibilidad a las
aeruginocinas j serotipo de 103 cepas de P. aeruginosa
aisladas de productos patológicos.

Cepa número Serotipo Producción Sensibilidad

1 5,16 42 1424 88 8888

2 8 22 1424 88 8888

3 16 61 1151 88 8888

4 6,13 65 6558 88 5883

5 1,2^4,10 • 88 6888 38 8888

6 NA 86 1481 66 6887

7 4 86 2781 68 6887
8 1 88 8688 12 6741

9 2,10 88 8888 18 6863

10 4 86 8788 62 6887

11 9,10 86 8758 12 6863

12 2,4 86 3755 62 6887

13 2 86 5788 62 6887

14 4 86 3755 62 6887

15 4 86 3755 62 6887

16 2 57 7425 88 8888

17 4,9,10,13 68 8886 58 8888

18 16 88 8888 38 6863

19 16 88 8388 12 6841

20 10 37 7422 88 8888

21 NA 22 1251 88 8888

22 NA 86 3751 62 6887

23 4 88 8886 88 8888

24 11 11 1131 88 8888
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TABLA 109 cont.

Cepa número Serotipo Producei6n Sensibilidad

25 NA 41 1231 88 8888

26 3,9 88 8856 38 8885
27 4 86 1755 62 8887
28 4 82 1871 88 8888

29 4 86 1731 62 6887
30 2 88 8688 12 6863
31 1 88 7658 12 6741

32 NA 77 4422 36 8765
33 9 88 8858 18 8867
34 4 86 1731 62 6887
35 NA 86 1731 88 8888

36 2,16 42 1414 88 8885
37 2 75 7432 88 8888

38 6,10 37 4422 38 8785
39 4 84 5884 28 8888

40 7 14 1112 88 8888

41 1 88 8688 78 8781
42 6,13 57 1412 78 8888

43 11 61 2214 88 5888
44 2,4,9,10 61 1231 88 8888

45 11 61 1211 88 8888

46 2,5 42 1424 88 8888

47 NA 61 1211 88 5888
48 4 86 1481 62 6887

49 11 61 1211 88 5888

50 2,10 88 5277 88 5878

51 6 38 3112 58 8868

52 NA 88 3888 21 4567

53 4,9,10 88 8888 88 8888

54 NA 88 8688 58 8365



TABLA 109 cont

Cepa número

461

I

Serotipo Producción Sensibilidad

55 6 37 1112 36 5742
56 2,5 62 1626 58 8868
57 3 76 4885 21 4313

58 NA 61 1211 88 8888

59 1 84 1281 62 6888

60 6 37 1112 88 8888

61 NA 87 8628 88 6883
62 6 87 7426 38 8785
63 5 41 1424 88 8885
64 8 61 1414 88 8878
65 11 61 lili 88 8888

66 NA 61 1231 88 8888

67 5,16 62 1424 88 8885
68 4,10 88 8888 88 8888

69 1,2,3,4,6,9,10 88 7838 62 6887

70 7,8 62 3626 88 8878

71 NA 87 8426 38 8868

72 2,5,16 62 3426 88 8885

75 5,10,16 62 3426 88 '8885
74 6 57 7426 38 8885

75 3,10 85 7888 11 6887

76 1 57 8722 36 7851

77 1 57 8722 36 7851

78 10 42 3424 88 8888

79 3 88 7888 55 6753
80 6 55 7122 38 8842
81 4 82 1272 88 8888

82 NA 88 7888 21 6873

85 3 88 7876 11 8783
84 11 81 1231 88 8888



TABLA 109 cont

Cepa número

462

Serotipo Producción

85 9 11 1426

86 11 81 1232

87 3 88 7848
88 3 88 7878
89 NA 37 3122
90 4 86 3282

91 1,2,9 12 1422

92 3,4,9,10 78 8888

93 3 88 7888

94 10 12 1414

95 11 88 8588

96 10 12 3424

98 4 86 3282

100 1,2,3,4,9,10 58 8888
101 4 82 7282
102 4 82 7282

103 4 88 7888
104 1,4,9,10,13 88 8888

105 1,2,3,10 86 8888

Sensibilidad

88 8888

88 8888

88 6866

11 6775
38 8885
62 6887
88 8888

78 8888
12 6783
88 8888

88 8885
88 8888

62 6583
22 6887
82 6583
62 6885
62 6887
62 2876
38 8888
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Al observar los patrones de la relación producción/sen-

sibilidad en la TABLA 111, se puede apreciar una tenden-

cia hacia la existencia de cepas buenas productoras. El

padrón más frecuente, 44-/-Í-, lo presentan el 31,2# de las

cepas y el patrón ¿¿¿A, el 24,3#. Cabe también destacar

la elevada presencia del patrón +A, en el 26,2# de las

cepas. Estas se caracterizan por la escasa producción de

aeruginocinas y al mismo tiempo por su baja sensibilidad.

Es en las cepas procedentes de productos patológicos don-

de se presenta este patrón con más frecuencia.

En la TABLA 112 se encuentran los resultados del tipado

por producción y sensibilidad a las aeruginocinas de 26

cepas de P, aeruginosa aisladas de formas farmacéuticas

no estériles y alimentos. Mediante el tipado por produc-

ción se ha caracterizado el 100# de las cepas, mientras

que por sensibilidad tan sólo se ha tipado el 46,2#

(TABLA 115).

Según la TABLA 113 los ALA aeruginocinotipos más frecuen-

tes hallados por producción son el 88 (30,8#), el 42

(23,1#) y el 12 (11,5#). Por sensibilidad principalmente
se encuentra el valor 88 (61,5#) 1 también el 11 (23,1#).
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TABLA 111

Relación entre la producción de aeruginocinas y sensibili-

dad a las mismas en 103 cepas de P« aeruginosa aisladas

de productos patológicos.

Producción

Sensibilidad +++ ++ +

+++ 0# 0# 1,0#

++ 1,0# 2,9# 13,6#

+ 24,3# 31,2# 26,2#

+ Inhibición de 0 a 6 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 0 a 6 lisados de cepas ALA.

44 Inhibición de 7 a 12 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 7 a 12 lisados de cepas ALA.

44+ Inhibición de 13 a 18 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 13 a 18 lisados de cepas ALA.
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TABLA 112

Resultados del tipado por producción j sensibilidad a las
aeruginocinas j serotipo de 26 cepas de P. aeruginosa
aisladas de muestras de formas farmacéuticas no estériles

y alimentos.

Cepa número Serotipo Producción Sensibilidad

14 4 61 1231 88 8888

96 4 61 1231 88 8888

71 3 82 3858 14 8888

126 NA 12 1411 88 8888

172 NA 12 1411 88 8888

129 1 88 8688 11 6743

132 1 88 8688 11 6743

133 1 88 8688 11 6743

150 1 88 8688 11 6743

243 1 88 8688 11 6743

245 1 88 8688 11 6743

155 10 42 1414 88 8888

173 11 42 1414 88 8888

174 10 42 1434 88 8888

189 10 41 1114 88 8888

224 2,5,16 12 1414 88 8888

294 5,16 42 1414 88 8885

503 5,16 42 1414 88 8885

295 1 88 8688 16 6773

540
*

5 42 1414 88 8888

541 NA 41 1414 88 8888

548 6 88 8688 15 6763

553 4 82 1281 67 2883

561 13 57 7412 88 8888

563 NA 57 7412 88 8888

564 3,4,5,6,11,14,15 81 1151 88 8888
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Al hacer el estudio del tipado los dos tipos más abundan-

tes son : 42-88 (23,1$) y 88-11 (23,1%).

En la TABLA 114 se presentan los patrones de la relación

producción/sensibilidad a las aeruginocinas. El patrón

más frecuente es 4-4-4-/4-, describiéndose en el 53*8% de

las muestras. El 30,8% de las mismas fueron malas produc-

toras, poseyendo el patrón 4/44.

Los valores del aeruginocinotipado permiten además verifi-

car ensayos de semejanza entre los distintos grupos natu-

rales aislados de P. aeruginosa. Para ello hemos calcula-

do los porcentajes de inhibición presentados frente a ca-

da cepa ALA (TABLA 116). Con los datos obtenidos £e ha

construido . una matriz de correlación (TABLA 117)* El va-

lor de r más elevado corresponde a las cepas procedentes

de fangos de depuradoras y aguas marinas (r=0,9099)’, es

asimismo interesante señalar que el índice de córrela-,

ción de productos patológicos y aguas terrestres superfi-

ciales proporciona un índice de correlación r=0,9040. Los

restantes valores obtenidos por este procedimiento son

claramente inferiores. En realidad estos resultados confir

fflan la gran variabilidad entre las cepas estudiadas del

medio ambiente.
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TABLA 114

Relación entre la producción de aeruginocinas y sensibili-
dad a las mismas en 26 cepas de P. aeruginosa aisladas
de formas farmacéuticas no estériles y alimentos.

Producción

Sensibilidad +++ ++ +

+++ 0# 0# 0#

++ 0# 0# 30,8#

+ 53,8# 11,5# 3,8#

+ Inhibición de 0 a 6 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 0 a 6 lisados de cepas ALA.

+4- Inhibición de 7 a 12 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 7 a 12 lisados de cepas ALA.

44+ Inhibición de 13 a 18 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 13 a 18 lisados de cepas ALA.
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TABLA 116 Porcentaje de inhibición producido por las aeru—

ginocinas de las 565 cepas de P. aeruginosa so-

bre las cepas ALA.

Origen de las muestras

ALA SC75) A(230) M(88) D(43) H(103) B(26) TOTAL

1 53,3 40,4 55,7 48,8 20,4 19,2 40,5

2 14,7 51,3 72,7 69,8 30,1 50,0 47,4

5 44,0 43,9 59,1 46,5 21,4 42,3 42,3"
4 14,7 53,0 70,5 53,5 36,9 61,6 48,1

5 32,0 58,3 77,3 76,7 55,3 61,5 58,8

6 34,7 43,5 40,9 27,9 32,0 26,9 37,9

7 48,0 73,0 89,8 69,8 55,3 ■61,5 68,3

8 32,0 56,1 79,5 55,8 42,7 57,7 54,2

9 58,7 84,8 70,5 51,1 71,8 69,2 73,5

10 36,0 . 63,5 53-,4 39,5 31,1 19,2 48,5

11 45,3 81,3 92,0 81,4 60,2 96,1 75,0

12 45,3 63,5 78,4 62,8 47,6 53,8 60,0

13 40,8 81,3 95,5 69,8 61,2 65,4 73,8

14 42,7 52,6 79,5 67,4 38,8 46,2 53,8

15 45,3 51,3 ^5,5 39,5 31,1 57,7 45,3

16 38,7 57,8 55,7 39,5 47,6 30,8 50,4

17 53,3 73,0 93,2 76,7 65,0 69,2 72,2

18 24,0 52,6 69,3 48,8 33,9 57,7 47,9
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Los resultados obtenidos con el tipado por sensibilidad

proporcionan asimismo porcentajes de inhibición sobre

las distintas cepas de P. aeruginosa según su proceden-

cia (TABLA 118). Con estos datos se ha verificado una ma-

triz de correlación (TABLA 119)» Como puede observarse,

al comparar los datos por producción y sensibilidad

(TABLAS 116 y 118), es claro que los valores por pro-

ducción permiten una mayor capacidad de relación entre

las distintas cepas de P. aeruginosa problema debido a

la elevada inhibición hallada. En la TABLA 119 se seña-

lan los datos correspondientes a la matriz de córrela-

ción obtenida a partir de los valores de sensibilidad.

Los valores más bajos son los que se presentan al compa-

rar las cepas procedentes de aguas marinas con productos

patológicos (r=0,2250) y con los procedentes de formas

farmacéuticas no estériles (r=0,3529)« En general, los

valores obtenidos son más elevados que los presentados

en la TABLA 117. Esta correlación más fuerte es debida

en parte a que un número elevado de cepas fueron no ti-

pables por sensibilidad y no al hecho de que al tiparlas

fueran iguales.
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TABLA 118 Porcentaje de inhibición producido por las aeru-

ginocinas de las cepas ALA sobre 565 cepas de

P. aeruginosa.

Origen de las muestras

ALA S(75) A(250) M(88) -

1 70,6 33,0 21,6

2 54» 7 19,1 7,9

3 70,7 33,5 19,3

4 38,7 18,3 7,9

5 45,3 16,1 5,7

6 9»3 1,7 5,7

7 21,3 10,0 11,4

8 54,7 18,7 7,9

9 53,3 7,8 11,4

10 17,3 3,5 4,5

11 2,7 0,9 0

12 61,3 22,6 13,6

13 30,7 9,6 3,4

14 68,0 28,3 20,5

15 66,7 30,0 36,4

16 82,7 45,7 43,2

17 53,3 24,8 22,7

18 54,7 20,0 6,8

D(43) ..HC103> PC26) TOTAL

32,6 33,9 34,6 36,5

20,9 34,9 38,5 25,8

32,6 27,2 34,6 35,0

18,6 33,0 26,9 22,5

18,6 36,9 30,8 23,0

2,3 5,8 30,8 5,5

13,9 6,8 3,8 11,2

18,6 36,9 34,6 25,8

2,3 3,9 0 12,9

2,3 4,9 0 5,5

0 0 0 0,7

25,6 12,6 30,8 25,1

6,9 4,9 0 9,9

23,3 18,4 26,9 30,1

23,3 o-i—1i—I 26,9 31,9

20,9 36,9 42,3 46,5

23,3 9,7 0 24,2

13,9 33,0 34,6 24,1
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El ALA aeruginocinotipado de las 565 cepas de P, aerugino-

sa se presenta en la TABLA 120. Por producción el tipo más

frecuente es el 88, que lo presentan 101 cepas (17,9%);
también lo son el 12 (62 cepas, 11,0$), el 37, 42 y 62

(47 cepas, 8,3% cada uno). Por sensibilidad se pueden

considerar tres tipos como los más característicos. Prin-

cipalmente se encuentra el 88 (319 cepas, 56,5%), aunque

también el 38 (70 cepas, 12,4%) y el 12 (58 cepas, 10,3%).

Combinando el ALA aeruginocinotipo por producción y sen-

sibilidad tenemos que los valores más frecuentes son :

12-88 (10,1%), 42-88 (8,1%), 61-88 (6,7%), 62-88 (6,5%)

y 88-12 (6,2%). Entre estos valores se puede observar

una tendencia hacia la presencia de cepas buenas produc-

toras de aeruginocinas y poco sensibles. De todas formas

esta propiedad puede apreciarse claramente en la TABLA 12L

SI patrón que se presenta con mayor frecuencia al tener

en cuenta la relación entre la inhibición por producción

7 por sensibilidad de las 565 cepas de P. aeruginosa ais-

ladas es el 4-+4-/-I- (41,8%) (TABLA 121). En ningún caso se

ha descrito el patrón +++/+++• Sin embargo, el patrón +/+»
que corresponde a las cepas tanto malas productoras como

poco sensibles, se presenta en un 11,5% úe los microorga-
nismos estudiados.
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TABLA 121

Relación entre la producción de aeruginocinas y sensibili—

dad a las mismas en 565 cepas de P, aeruginosa.

Producción

Sensibilidad 4-4-4- 4-4- 4-

4-4-4- 0# 1,1# 6,4#

4-4- 5» 8# 3,9# 10,6#

4- 41,8# 18,9# 11,5#

4* Inhibición de 0 a 6 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 0 a 6 lisados de cepas ALA.

4-4- Inhibición de 7 a 12 cepas ALA o inhibición produ-

cida por 7 a 12 lisados de cepas ALA.

444- Inhibición de 15 a 18 cepas ALA o inhibición produ

cida por 13 a 18 lisados de cepas ALA.
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En la TABLA 121 se puede observar que el 66,5$ de las ce-

pas de P. aeruginosa estudiadas en este trabajo se com-

portan como buenas productoras y poco sensibles (444/44,

444/4 y 44/4), ©1 18,1$ presentan el patrón contrario

(4-4-/+4-4-9 4-/4-4-4- y 4/44), el 3,9$ presentan una producción

y sensibilidad media (44/44), mientras que el patrón de

las restantes es de baja producción y sensibilidad (4/4).

Se ha realizado un estudio con los tres métodos de tipado

empleados : serológico, por producción y por sensibilidad

a las aeruginocinas. Los resultados obtenidos combinando

estos tres métodos se presentan en la TABLA 122. Al estu-

diar cada método de forma individual se puede apreciar

que el porcentaje más elevado de cepas no tipables es el

que corresponde al realizar el tipado por sensibilidad a

las aeruginocinas. Ligeramente inferior es el resultado

obtenido al realizar la aglutinación de las cepas de P_^

aeruginosa. De todos modos este resultado no es muy sa-

tisfactorio? pues 92 cepas (16,3$) no fueron tipables. Me-
diante el tipado por producción, el porcentaje de cepas

no tipables descienda considerablemente, pues únicamente
el 2,1$ cumplen esta característica.
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Al combinar dos métodos se obtienen los siguientes resul-

tados : por producción y sensibilidad sólo tres cepas re-

sultán no tipables (0,5%)»teniendo en cuenta el tipado se-

rológico y por producción de aeruginocinas, todas las ce-

pas se pueden caracterizar. Se obtiene-un resultado lige-

ramente'inferior al combinar los resultados del tipado se-

rológico y por sensibilidad, puesto que el 6,4# de los

microorganismos no son tipables.

En la TABLA 123 se expresan las experiencias correspon-

dientes a presuntas relaciones entre los tres modelos de

serotipos máa frecuentes, el 0:6, 0:1 y 0:4 respecto a

antibióticos, quimioterápicos y metales pesados. En el

caso del serotipo 0:4 destacan las elevadas resistencias

frente a la gentamicina, mercurio y teluro. Contrariamen-

te las cepas pertenecientes al serotipo 0:1 se caracteri-

zan por ser las más sensibles a la carbenicilina, arséni-

co y talio. El serotipo 0:6 no presenta caracteres signi-

ficativamnete distintos.

Independientemente se ha considerado oportuno verificar

un estudio comparativo sobre la resistencia a los agentes

antimicrobianos y las diferentes relaciones producción/
sensibilidad a las aeruginocinas (TABLA. 124). Al comparar
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TABLA 123' Resistencia a los agentes antimicrobianos en

los serotipos más abundantes dei las cepas de
P. aeruginosa aisladas en este traba¿j o.

Serotipo 1(60) Serotipo 4(57) Serotipo 6(79)

EO 88,3 87,7 88,6
NN 0 5,3 3,8
CB 3,3 4-9,1 54,4
GM 5 42,1 8,9
TE 98,3 98,2 98,7
CL 8,3 8,8 3,8
SD 73,3 61,4 50,6
C 100 100 100

EM 100 100 100

N 68,3 68,4 63,3
NA 100 100 100

S 98,3 96,5 94,9
K 100 100 100

CE 100 100 100

AM 100 100 100

Hg " 61,7 84,2 64,6
Pb 100 100 100

As 50 91,2 87,3
Cd 100 100 100

Ag 0 0 0

Cr 100 96,5 100

W 100 98,2 98,7
TI 95 100 100

Mo 100 100 100

Te 4-5 84,2 59,5
ü 100 100 100

Zn 100 100 100
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TABLA 124 Porcentaje de resistencia a los agentes antimi—
crobianos en las cepas de P. aeruginosa agrupa-
das según la relación entre la producción y sen—

sibilidad a las aeruginocinas.

4-4-4-/4» 4.4.4./ 4.4. ++/4- 4.4./4.4. 4.4./4.4.4- +/+ +A+ 4./ 4.4.4.

(236) (55) (107) (22) (6) (65) (60) (56)

FO 91,9 90,9 64,5 90,9 100 93,8 93,3 94,4
m 5,5 6,1 5,6 0 0 13,8 5 0

CB 46,2 57,6 47,7 50 66,7 58,5 45 55,6
GM 15,1 9,1 18,7 9,1 16,7 41,5 15 5,6
TE 98,7 100 96,3 95,5 100 66,2 100 88,9
CL 11,4 6,1 6,5 4-,5 16,7 9,2 3,3 2,8
SD 57,6 51,5 57,0 40,9 66,7 64,6 81,7 72,2
C 100 100 100 100 100 100 100 100

FM 100 100 100 100 100 100 100 100

N 56,4 57,6 53,3 59,1 50 67,7 63,3 72,2
NA 100 100 100 100 100 100 100 100

S 93,6 97,0 96,3 100 83,3 96,9 100 91,7
K 100 97,0 96,3 100 100 100 100 100

CF 100 100 100 100 100 100 100 100

AM 100 100 100 100 100 100 100 100

Hg 72,0 60,6 74,8 36,4 16,7 89,2 60 41,7

Pb 100 100 100 100 100 100 100 100

As 78,4 97,0 82,2 86,4 83,3 84,6 63,3 44,4

Cd 100 100 100 95,5 100 100 100 100

Ag 0 0 0 0 0 0 0 0

Cr 98,7 100 100 95,5 100 96,9 100 100

W 96,6 100 100 95,5 100 93,8 98,3 97,2

TI 98,3 100 98,1 100 100 98,5 96,7 97,2

Mo 100 100 100 100 100 100 100 100

Te 66,9 33,3 67,3 81,8 83,3 67,7 51,7 22,2

ü 100 100 100 100 100 100 100 100

Zn 100 97,0 100 100 100 100 100 100
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los resultados de las cepas que presentan el patrón +++/+

y el 4-/4■44' hay que destacar que las 236 cepas pertenecien-

tes al primer grupo se manifiestan como más resistentes

frente a la tetraciclina, cloruro mercúrico, arseniato

sódico bibásico y telurito potásico.

Las cepas pertenecientes al grupo 4-/4-, cuyo número ascien-

de a 65» presentan un curioso comportamiento respecto a

su elevado porcentaje de resistencia a la gentamicina y

a la sal de mercurio empleada. En ambos casos son los

porcentajes más altos entre todos los grupos integrantes

de las restantes cepas de P. aeruginosa. Curiosamente

frente a la tetraciclina se presenta el porcentaje más

bajo de resistencia.

Se ha determinado la homogeneidad de los aeruginocinotipos

que presentan los distintos serotipos. Para ello se ha

calculado la inhibición media por cepa que producen las

aeruginocinas de los microorganismos en estudio en las

cepas ALA (tipado por producción), así como la media de

la inhibición por cepa que manifiestan los Usados de las

cepas ALA sobre los microorganismos problema (tipado por

sensibilidad). La TABLA 125 refleja estos resultados, que
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señalan claramente que aquellas cepas pertenecientes a

los serotipos 0:1 y 0:3 son bajas productoras de aeru-

ginocinas y por lo tanto muy sensibles. El modelo inver-

so se manifiesta en los serotipos 0:5, 0:8, 0:11, 0:2 y 5

0:5 7 16. Los restantes serotipos, 0:2, 0:4, 0:6, 0:9,

0:10, 0:7 y 8 representan un modelo intermedio al no ser

tan marcadamente productores.

Finalmente hemos considerado importante establecer una

comparación entre los datos obtenidos que refleje la exis

tencia de aquellos modelos de P. aeruginosa más potentes

biológicamente hablando. Es decir, que siendo altamente

productoras de aeruginocinas y poco sensibles a las mis-

mas, presentan asimismo una resistencia significativa

frente a distintos agentes antimicrobianos. Este plantea-

miento queda reflejado en la TABLA 126 en la que se puede

observar como 94 cepas (16$) de P. aeruginosa tienen com-

parativamente una alta resistencia a la carbenicilina y

a las sales de mercurio, arsénico y teluro ensayadas.

Este mismo grupo destaca respecto a los que presentan ba-

ja producción y una sensibilidad media por una menor re-

sistencia a la sulfadiazina y neomicina.
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TABLA 126 Resistencia a los agentes antimicrobianos en las
cepas de P. aeruginosa pertenecientes a los se-

rotipos con los patrones de producción y sensi-
bilidad a las aeruginocinas 4-/4-+ (0:1; 0:3) y

4+4/4 (0:5; 0:11; 0:8; 0:5 7 16; 0:2 y 5).

Agente 4/4+ 444/4
Antimicrobiano (76)* (94)

PO 90,8** 96,8:
NN 3,9 8,5
CB 15,8 50
GM 10,5 16,0
TE 98,7 100

CL 6,6 10,6
SD 76,3 58,5
N 72,4 57,4
S 98,7 95,7

Hg 55,3 83,0
As 53,9 78,7
Cd 100 98,9
W 100 95,7
TI 96,1 100

Te 43,4 62,8

N2 de cepas

ái
Porcentajes
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VI DISCUSION

Como se ha señalado en los capítulos anteriores de esta

memoria doctoral, los aislamientos de P. aeruginosa pro-

ceden fundamentalmente de cuatro hábitats distintos,

aguas superficiales terrestres, aguas marinas superficia-

les, suelos y fangos de depuradoras. Paralelamente se han

estudiado las características de P. aeruginosa aisladas

a partir de productos patológicos y de formas farmacéu-

ticas no estériles,asi como de alimentos que estaban expues-

tos a un ambiente hospitalario.

Es interesante señalar que las pruebas morfológicas y

bioquímicas verificadas con todas las cepas confirman su

identificación de acuerdo a los criterios de COWAN (1974),

DOUDOROPF y PALLERONI (1974), HUGH y GILARDI (1974) y

GILARDI (1976).

El valor más bajo hallado en hábitats naturales, expresa-

do en frecuencias de aislamientos, es el que corresponde

a muestras de suelos, con un 21,4# de aislamientos positi-

vos. Este dato se ajusta a los resultados hallados por

GREEN et al. (1974), que verificaron la presencia de
P. aeruginosa en suelos a nivel de un 24# de las muestras
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estudiadas. Obviamente, P. aeruginosa se aisla con una

frecuencia más baja, del orden del 4,6%, en muestras

procedentes de formas farmacéuticas no estériles y ali-

mentos.

Independientemente, los datos procedentes de aislamientos

de aguas superficiales terrestres (57,5%), aguas marinas

litorales (54-,3%) 7 fangos de depuradoras (55,8%) son muy

similares en su frecuencia. El procesado de estos datos

por una prueba de significación señala una interesante

relación positiva, sin manifestarse diferencias significa-

tivas. En realidad, el enfoque consecuente con estos datos

es interpretarlos como aislamientos que corresponden a un

hábitat ubicuo de Pseudomonas, como es el de las aguas

superficiales, que se ha hecho extensivo a otros medios

en sí mismos diferentes pero que pueden constituir una

prolongación accidental del anterior, sobre todo para el

caso de aguas marinas, en los que presuntivamente la car-

ga de P. aeruginosa debe seleccionarse a medida . que

los muéstreos se alejan de la costa.
i

Respecto a la prospección realizada en distintas formas

farmacéuticas, los datos que se presentan en los resulta-
dos de esta memoria señalan un escaso índice de aislamien-
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tos positivos de P. aeruginosa. Sin embargo, es convenien-

te señalar que el índice de mayor contaminación por P. ae-

ruginosa corresponde a formas farmacéuticas elaboradas en

las farmacias hospitalarias, concretamente en sueros glu-

cosados y soluciones fisiológicas.

En cuanto a otros preparados farmacéuticos no estériles

dispensados por la farmacia hospitalaria, únicamente se

ha demostrado la presencia de P. aeruginosa en tres de

ellos. Presumiblemente, la contaminación procede de mani-

pulaciones verificadas en el propio ambiente hospitalario.

Este planteamiento tiene un apoyo experimental crítico,

porque la identificación exhaustiva de la cepa de P^

aeruginosa, como queda señalado en el capítulo de resul-

tados, indica que se trata del mismo microorganismo. Pa-

ralelamente, se han hallado resultados semejantes con

preparados farmacéuticos elaborados en la farmacia hospi-

talaria. Resulta altamente significativo que diferentes

muestras de solución glucosada al 50$, suero glucosado y

suero Ringer, hasta un número total de seis, presenten el

mismo biotipo de P. aeruginosa, como se demuestra por su

misma identidad en la producción y sensibilidad de aeru-

ginocinas y aglutinación con antisuero específico. Obvia—

mente, todas las muestras examinadas de estos preparados
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se encontraban en la farmacia del mismo centro hospitala-

rio.

Otro caso interesante, que se presta a una discusión liga-

da a estos fenómenos, es el hallazgo en el mismo hospital

de una cepa aislada a partir de suero glucosado y otra

a partir de una verdura destinada a la alimentación, con

aeruginocinotipos coincidentes, pero con respuesta al an-

tígeno somático 0 distinta. En este caso se descarta que

el foco contaminante sea el mismo. Este resultado se re-

pite en aislamientos procedentes de productos alimenticios,

en los que hay coincidencia en el aeruginocinotipo y dis-

cordancias respecto al antígeno 0.

Los datos suministrados por el antibiograma muestran una

elevada correlación, de gran interés epidemiológico. En

líneas generales los resultados hallados concuerdan con

los suministrados por otros autores. Es decir, la pros-

pección realizada a partir de 565 cepas pone de manifies-

to que el mayor grado de resistencia se presenta en aisla-

dos procedentes de ambiente hospitalario. Al discutir con

cierto detalle los resultados frente a distintos antibió-

ticos adecuados para el tratamiento de Pseudomonas, desta-

ca en primer lugar la diferencia de comportamiento entre
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las cepas de hábitats naturales, aguas y suelos,y las de

ambiente hospitalario.

Si consideramos únicamente los antibióticos de elección,

sobresale ante todo el caso de la tobramicina, con una

clara resistencia a favor de las cepas procedentes de

ambiente hospitalario y, por contra, una mayor sensibili-

dad en las cepas procedentes del medio ambiente. Esta si-

tuación sigue siendo válida para los casos de’carbenici-*

lina y gentamicina.

Los niveles superiores de resistencia alcanzados con te-

traciclina, neomicina y kanamicina pertenecen a las cepas

aisladas de ambiente hospitalario, suelos y aguas litora-

les, siendo inferiores para las cepas procedentes de aguas

superficiales y fangos de depuradoras.

Entre los antibióticos ^>-lactámicos, tres de ellos se em-
plearon en nuestro estudio. La ampicilina se manifiesta

ineficaz tanto para las P. aeruginosa aisladas del medio

ambiente como en las procedentes de productos patológi-

eos. Este resultado coincide con la bibliografía consulta-

da, donde SANCHEZ-BUENAVENTURA et al. (1972) tan sólo des-
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criben un 1,4$ de cepas sensibles y GILARDI (1976) un

100$ de resistencia. DUVAL (1981), en el estudio realiza-

do sobre la evolución de las resistencias, encuentra que

el. comportamiento de P. aeruginosa con la ampicilina es

constante en la última década, caracterizándose por un

elevado nivel de resistencia.

Respecto a la carbenicilina, es interesante señalar que

las cepas procedentes del medio ambiente se comportan de

una forma homogénea. Como se ha señalado en el capítulo

de resultados, su umbral de resistencia es sensiblemente

inferior al de las cepas procedentes de aislamientos hos-

pitalarios. Estas diferencias claramente significativas

están soportadas con metodología estadística (X ). El ma-

yor índice de sensibilidad a este antibiótico se presen-

ta en las cepas procedentes de formas farmacéuticas no

estériles y alimentos. Estos resultados confirman que la

presión selectiva ejercida por antibióticos y quimioterá-

picos sobre las cepas de P, aeruginosa procedentes de há-

bitats naturales es sensiblemente inferior a la que reci-

ben los aislados de centros hospitalarios. La carbenici-

lina es , un antibiótico eficaz contra P, aerugi-

nosa pero a. consecuencia, de- su uso indiscrimi-
nado se ha producido una selección, sobre todo a nivel
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de cepas de P. aeruginosa de origen hospitalario, que
/

poseen una capacidad adquirida de resistencia a este an-

tibiótico. Debido a esto, conviene indicar que el trata-

miento con carbenicilina de infecciones ocasionadas por

P. aeruginosa presenta una eficacia relativa. Además,és-
ta queda reducida si se consideran los márgenes que exis-

ten entre la concentración de esté antibiótico alcanza-

ble en suero y la CMI de este producto.

El número más elevado de cepas resistentes a la carbeni-

cilina procede de cepas de P, aeruginosa aisladas en que-

mados y en enfermos afectados de cistitis y pielonefritis.

Básicamente, si se comparan los resultados hallados en

este trabajo con los de otros especialistas como ROBERTS ■
i

(1980), que encuentra un 35$ de cepas resistentes a la

carbenicilina, y los de NORD et al. (1975)> DE VITO (1979)

y HOOGKAMP-KORSTANJE y WESTERDAAL (1979), que señalan

unos porcentajes que oscilan entre el 10-20# de resisten-

cia, se pone de relieve la existencia de una evolución
hacia unos niveles más elevados de resistencia.

Respecto a los antibióticos de la familia de las cefalos-

porinas, se ha sometido a prospección rutinaria únicamente
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la cefalotina, que por su comportamiento confirma las ideas

de HOPPLER (1975)» Este autor considera a dicho antibióti-

co corrientemente inactivo frente a P. aeruginosa. En

nuestro caso, como ya se ha señalado en los resultados,

la totalidad de/las cepas de cualquier procedencia es re-

sistente a este antibiótico.

Esta apreciación no sería completa si no se comentase el

comportamiento de los nuevos agentes antimicrobianos sin-

tetizados pertenecientes a este grupo. Algunos ^-lactámi-
eos son más activos que los descritos frente a P. aerugi-

nosa (piperacillina, azlocillina y cefsulodina); otros

presentan un amplio espectro de actividad, los llamados

segunda y tercera generación de cefalosporinas y cefami-

ciñas (cefoxitina, cefamandol, cefuroxime, cefotaxime,

moxalactam) (DUVAL, 1981; LIVERMORE et al., 1981; TSELEN-

TIS et al., 1981). Desafortunadamente, nuestro trabajo

experimental no abarca el comportamiento de P. aeruginosa

en toda esta línea. Según SLACK (1981)/ en esta familia
destacan por su actividad anti-Pseudomonas y por su es-,

tahilidad a las ^j-lactamasas^ ceftazidime, cefsulodin y
thienamycin.
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Los valores de sensibilidad a la estreptomicina permiten

establecer,según su comportamiento,dos grupos de cepas.

Por una parte, aparecen aislamientos con un índice de

sensibilidad significativo en el caso de las bacterias

procedentes de aguas terrestres y marinas. En cambio, el

resto se comporta de una manera similar, apareciendo una

resistencia total para el caso de las cepas procedentes

de suelos, fangos de depuradoras, productos patológicos

y formas farmacéuticas no estériles y alimentos. Los da-

tos comparables con la bibliografía específica suministra

da por otros autores sólo hacen referencia a las cepas

procedentes de aislamientos hospitalarios. En general,

la coincidencia es significativa, pues, aunque GILARDI

(1971) encuentra un 80$ de resistencia, el mismo autor
1

en 1976 halla valores más elevados, del orden del 95$•

Probablemente la estreptomicina y de acuerdo con BRYAN

(1979) hay que considerarla como un antibiótico inope-

rante frente a P. aeruginosa.

La sensibilidad a la neomicina distribuye a las cepas

estudiadas en dos grupos. Por una parte, los aislamientos

procedentes de formas farmacéuticas no estériles y ali-

mentos, fangos de depuradoras y aguas superficiales terres

tres. Un segundo grupo estaría constituido por aquellas



501

cepas procedentes de suelos, aguas litorales y productos

patológicos, siendo en este último hábitat donde se al-

canza el indice superior de resistencia.

Si utilizamos la neomicina como marcador, la procedencia

de las P. aeruginosa contaminantes de productos farmacéu-

ticos y alimentos no coincide con la de aquellas cepas

obtenidas a partir de productos patológicos, pese a que

estos fármacos han sido elaborados en muchos casos en la

farmacia hospitalaria. Igualmente, estos datos sugieren

que la carga bacteriana de los fangos de depuradoras es

el resultado de una contaminación por Pseudomonas proce-

dentes de aguas superficiales terrestres. Si comparamos

nuestros datos con aquellos que se han señalado en la bi-

bliografía, siempre contrastada con resultados de P. ae-

ruginosa de origen hospitalario, la concordancia es acep-

table con los valores presentados por SANCHEZ-BUENAVENTU-

RA et al. (1972) y por BLUE y WOOLEY (1977), que señalan

un 75 y un 60°é de resistencia respectivamente.

La kanamicina^en generales otro antibiótico que se mués-
tra ineficaz para el tratamiento de P. aeruginosa. Núes-

tros datos señalan una resistencia absoluta pana las ce-

pas procedentes de suelos, aguas marinas superficiales,
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productos patológicos y formas farmacéuticas no estériles

y alimentos. Quizás los únicos resultados que llaman la

atención se refieren al comportamiento de las cepas ais-

ladas de aguas terrestres superficiales y fangos de depu-

radoras, en donde se encuentra una resistencia del 98 y

95$ respectivamente. Entre estos datos no aparecen dife-

rencias significativas, lo que induce al planteamiento

de una cierta similitud en cuanto al origen de las cepas

aisladas. De cualquier forma y de acuerdo a las teorías

de THOMASSEN et al. (1979), hay que convenir que virtual-

mente la mayoría, de las cepas de P. aeruginosa son resis-

tentes a la kanamicina. Bajo el punto de vista histórico,

el gradiente de resistencia ha experimentado un impor-

tante incremento a lo largo de la década de 1970. Exis-

ten publicaciones de 1972 (SANCHEZ-BUENAVENTURA et al.)

en las que se habla de un 40$ aproximadamente de resis-

tencia entre las cepas de P. aeruginosa de origen hospi-

talario. En cambio, con los datos de 1975» JACOBY presen-

ta un cuadro de resistencia del 95$•

La gentamicina ofrece un aspecto alentador respecto al

porcentaje de resistencia presentado por P. aeruginosa.
Los mayores índices de sensibilidad corresponden a las

cepas aisladas de suelos, aguas marinas superficiales,
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fangos de depuradoras y formas farmacéuticas no estériles

y alimentos. En cambio, las cifras de resistencia halla-

das entre las cepas de P. aeruginosa pertenecientes a

productos patológicos son claramente distintas, en el

sentido de un elevado índice de resistencia si se compa-

ra con el comportamiento presentado por las restantes.

Nuevamente se reitera el fenómeno de selección negativa

para el caso de P. aeruginosa aisladas de productos pa-

tológicos. Es curioso ■señalar que para este antibióti-

co el comportamiento de las cepas aisladas de aguas áu-

perficiales es distinto al de las cepas de suelos, aguas

marinas superficiales y depuradoras ¡y,por supuesto,.al de

los aislados de formas farmacéuticas no estériles y ali-

mentos, en el sentido de un porcentaje más elevado de re-

sistencia. Estas diferencias significativas están demos-

tradas por la metodología estadística adecuada.

En general, la visión bibliográfica existente sobre el

grado de resistencia a la gentamicina entre cepas de

P. aeruginosa aisladas de ambiente hospitalario es extra-

ordinariamente hetereagénea. Para ello basta considerar

los datos de SANCHEZ-BUENA'VENTURA et al. (1972), con

un 7% de resistencia en cepas clínicas, y los de MOEENO

y DE MAGALHAES LOPES (197^), con valores de resistencia
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que ascienden hasta el 40$. Finalmente JACOBY (1975) y

ZANON et al. (1975) señalan resultados cuyos porcentajes

se aproximan a los de SANCHEZ-BUENAVENTURA et al. (1972).

Para estos autores la resistencia oscila entre un 3 y

un 5$.

En general, el desarrollo de la resistencia a los amino-

glicósidos ha sido señalado adecuadamente por otros auto-

res (TORTORICI, 1980). A pesar de que la tobramicina es

un antibiótico de uso más reciente que la gentamicina,

se ha demostrado un desarrollo más rápido de resistencias

en determinados hábitats. Por ello es importante conocer

los patrones de resistencia y emplear dicho antibiótico

en casos estrictamente necesarios, para evitar la apari-
i

ción de modelos resistentes.

La tobramicina se ha comportado como activa con las

P. aeruginosa aisladas en este trabajo. Casi la totalidad

de las cepas procedentes de suelos y aguas litorales y

la totalidad de las cepas aisladas de fármacos se han

manifestado sensibles. El elevado nivel de resistencia

alcanzado con las cepas procedentes de productos patoló-

gicos podría ser el resultado de la fuerza selectiva ejer

cida por el uso de dicho antibiótico, sin haberse manifes
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tado este efecto hasta el momento en las cepas cuyo há-

bitat es el medio ambiente extra-hospitalario.

Nuestra aportación experimental a lo largo de estos años

de trabajo ha puesto de manifiesto ciertas diferencias

respecto al dualismo cepas resistentes a la gentamicina-

cepas sensibles a la tobramicina, ya que mientras que

YU y WASHINGTON II (1977) hallan resultados que correspon

den a un 68$ de sensibilidad a la tobramicina, nuestros

datos indican que las cepas* de P. aeruginosa estudiadas

son ligeramente más sensibles, puesto que el 75# de las

resistentes a la gentamicina mostraron sensibilidad a la

tobramicina.

Los datos aportados en nuestro trabajo experimental que

hacen referencia a la tetraciclina reiteran la historia

establecida desde hace varios años sobre la. interacción

de P. aeruginosa y este antibiótico. Por lo tanto, los

resultados de BRYAN (1979) en principio son absolutamente

concordantes con los nuestros. Concretamente, se ha halla

do un 100$ de resistencia entre las cepas procedentes de

suelos, aguas marinas, productos patológicos y formas

farmacéuticas no estériles y alimentos. Tan sólo doce ce-

pas procedentes de aguas superficiales terrestres (5,2$)
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y dos procedentes de fangos de depuradoras (4,7$) han re“

sultado sensibles a la tetraciclina. Bajo el punto de vis-

ta sanitario, el conocimiento del espectro de actividad

de la tetraciclina presenta connotaciones muy interesan-

tes en el campo de la alimentación animal e incluso huma-

na. No debe olvidarse el pésimo empleo de este antibióti-

co en piensos. Probablemente este antibiótico ha actuado

como un poderoso agente selectivo.

El comportamiento del cloranfenicol no ha presentado sor-

presa alguna en cuanto a los datos que hemos obtenido. La

resistencia observada es absolutamente homogénea en todos

los casos. Sin embargo, GILARDI en 1971» al realizar un

trabajo non bacterias gram-negativas no fermentadoras,
f

obtiene un 11$ de sensibilidad en cepas de P. aeruginosa.

El mismo autor en 1976 rectifica estos resultados, admi-

tiendo hasta un 100$ de resistencia. La mayoría de los

especialistas convergen en considerar al cloranfenicol

como un antibiótico con escasa actividad frente a P, aeru-

ginosa y, por tanto, poco eficaz en los tratamientos.

La colistina obviamente es uno de los antibióticos más

eficaces frente a P. aeruginosa. Los aislamientos proce—

dentes de suelos y de fangos de depuradoras presentan un



507

índice de sensibilidad más elevado que los procedentes de

productos patológicos y formas farmacéuticas. Es intere-

sante señalar que únicamente frente a este antibiótico

las cepas procedentes de ambiente hospitalario no se han

manifestado como las más resistentes, correspondiendo es-

ta característica a aislamientos del medio acuático.

Este hecho concuerda con los niveles constantes de resis-

tencia hallados con este antibiótico en ambiente hospita-

lario a pesar de su empleo, pudiendo influir en este re-

sultado la ausencia de plásmidos descritos hasta la actúa-

lidad que codifiquen resistencia a dicho antibiótico.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo coinciden esen-

cialmente con los de JACOBY (1975) y DE VITO (1979) , que

analizan este comportamiento frente a cepas de ambiente

hospitalario. Independientemente, parece que la combina-

ción con penicilinas semisintéticas presenta una nueva

perspectiva para el tratamiento de infecciones sistémicas

por P. aeruginosa, aunque los datos mayoritarios acumula-

dos en este sentido pertenecen a experiencias realizadas

"in vitro" (YOUNG, 1979).
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La respuesta de la colección de P, aeruginosa frente al

ácido nalidíxieo ha sido homogénea. Se ha hallado un

100$ de resistencia entre todas las cepas aisladas de

diferentes hábitats. A efectos prácticos varios autores

consideran al ácido nalidixico como un producto inactivo

frente a P. aeruginosa, aunque existen varios trabajos

en los que señalan índices de resistencia entre 78 y 94$

(SANCHEZ-BUENAVENTURA et al., 1972; DE VITO, 1974).

La sulfadiazina es uno de los quimioterápicos ensayados

en nuestras experiencias y la discusión que se plantea

frente a este fármaco reitera básicamente los resultados

obtenidos con otros productos biológicamente activos, es

decir, las cepas procedentes del medio ambiente son más

sensibles que las aisladas de medios hospitalarios. Es-

tos resultados sometidos a metodología estadística resul-

tan significativos. En nuestro caso se presentan diferen-

cias interesantes en el comportamiento de la sulfadiazina

frente a P, aeruginosa hospitalarias si se compara con

los datos suministrados por SANCHEZ-BUENAVENTURA et al.

(1972) y MORENO y DE MAGALHAES LOPES (1974), pues prác-
ticamente el 100$ de las cepas aisladas por estos autores

alcanzan un alto grado de resistencia, ...mientras que en

nuestra colección se detecta un 81$. Este resultado se
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asemeja al de MARCO LANATA et al. (1975), quehallan un

89,5$ de resistencias entre P. aeruginosa procedentes de

aislamientos en quemados. Es curioso señalar que entre

estos datos aparecen modelos que sugieren una mayor he-

terogeneidad . de las poblaciones de P. aeruginosa, en con-

tradicción con las afirmaciones de JACOB! (1979), que sos-

tiene la idea de que las dos terceras partes de las cepas

de P. aeruginosa son resistentes a las concentraciones

de sulfamidas alcanzadas en un organismo sometido a tra-

tamiento.

Respecto a la discusión que pueda presentarse con los da-

tos obtenidos utilizando la nitrofurantoina frente a núes-

tra colección de P, aeruginosa, se ha considerado que su

utilidad es una confirmación de la identidad de las cepas

aisladas en el biotipo P. aeruginosa. En realidad, varios

especialistas en esta especie bacteriana han utilizado

estos resultados como datos taxonómicos confirmativos pa-

ra la identificación de la especie (GILARDI, 1976).

A pesar de la elevada resistencia obtenida frente a la

fosfomicina, las cepas procedentes de aguas superficiales
se han manifestado ligeramente más sensibles. En la bi—

bliografia consultada hay una ausencia de datos del medio
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ambiente. A partir de cepas hospitalarias, CRESPO y ROCA

de VlfíALS (1977) encuentran un 62,6$ de resistencia, va-

lor ligeramente inferior al descrito en nuestra memoria.

Hay que tener en cuenta que REPARAZ (1977) describe unos

niveles distintos de resistencia según el origen de las

cepas, relacionándolo con el consumo realizado de dicho

antibiótico. GOMEZ LUS et al. (1977) y DAMASO et al.

(1977)» al estudiar los niveles de resistencia en cepas

aisladas en centros hospitalarios, describen una varia-

ción en el nivel de resistencia,incrementándose con el

tiempo.

Los resultados obtenidos sobre el comportamiento frente

a los antibióticos sugieren la presencia de unos modelos

de resistencia similares. Una posible explicación podría

ser que todas las cepas tuviesen una exposición similar

a los antibióticos y que, por lo tanto, estos hubiesen

ejercido igual presión selectiva sobre cada grupo. El

aislamiento de unas cepas procedentes de hábitats con

características tan distintas dificulta la aceptación de

esta teoría. Una explicación más probable podría ser la

presencia en estos grupos de información genética simi-

lar, que codificase resistencia a los antibióticos, con

un posible intercambio genético a cualquier nivel (KELCH
y LEE, 1978).
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A efectos de considerar el problema de la resistencia de

P. aeruginosa al cloruro mercúrico es imprescindible plan-

tear los trabajos de SMITH (1967) con E. coli y Salmonella

spp. Este autor consideraba como resistentes aquellas ce-

pas que crecían a concentraciones 2-3 veces superiores

respecto a la mayoría de la población.

Posteriormente NAKAHARA et al. (1977 >,) establecen el

umbral de resistencia al HgC^ a nivel de 10 jig/ml. Es-
tos autores encuentran un claro desdoblamiento de la po-

blación en dos grupos, de acuerdo a una distribución bi-

modal. En efecto, nosotros recogemos una primera población

a la que tradicionalmente se le llama sensible, que pre-

senta un comportamiento ante las cargas de cloruro mer-

curie o del mismo orden que los hallados por otros especia-

listas, es decir entre 2 y 32 p.g/ml. La segunda fracción
de la población, denominada resistente, alcanza valores

de CMI más elevados que los descritos sobre cepas prefe-

rentemente hospitalarias. Los valores experimentales obte-

nidos en esta memoria corresponden principalmente a cepas

procedentes de aguas litorales.

En 1976, JOLI et al., con P. aeruginosa aisladas de aguas

superficiales y ambiente hospitalario, encuentran que un
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32,3$ cié las cepas procedentes de muestras de aguas fueron

resistentes, al utilizar como umbral de resistencia concen

traciones superiores o iguales a 32 jig/ml de HgCl2. Según
nuestros resultados es esta concentración la que fraccio-

na las dos' poblaciones halladas, poniéndose en evidencia

un desplazamiento respecto a los valores de NAKAHARA et

al. (1977a , pudiendo ser el resultado de una mayor pre-
sión selectiva ejercida sobre estas cepas en los hábitats

estudiados.

Según NELSON y CQLWELL (1975), el número total de bacte-

rias resistentes al mercurio err una determinada zona de

muestreo es un índice de la transformación microbiana de

este metal. Este hecho debe tenerse en cuenta, pues en mu-

chas ocasiones, especialmente en el medio acuático marino,

es Pseudomonas spp. el microorganismo aislado con más fre-

cuencia (TIMONEY et al., 1978).

Tanto el exceso de compuestos de plomo orgánico como inor-

gánico es tóxico para los microorganismos (VALLEE y ULMER,

1972). A pesar de su toxicidad, algunas bacterias,como
S. aureus portadoras de plásmidos penicilinasa, son re-

sistentes a compuestos de plomo (SUMMERS et al., 1978).
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Nuestra colección de P. aeruginosa es capaz de crecer a

niveles relativamente elevados de acetato de plomo, sien-

do las cepas aisladas de fangos de depuradoras las que

destacan por un nivel superior de tolerancia. Es curioso

comprobar que la curva representativa de las CMI sólo al-

canza un máximo. Este modelo es común para el estableci-

miento de la relación de este metal con otras cepas bacte-

rianas.

Ya en 1967 SMITH encontró que todos los microorganismos

crecían a igual concentración de plomo. NAKAHARA et al.

(197?a b^ ’ con cePas ^-e orÍ6en hospitalario, encontraron
que las CMI al acetato de plomo estaban incluidas entre

1600 y 3200 ¿ig/ml, produciendo igualmente un solo máxi-
mo al representar dichos valores. En conclusión, el com-

portamiento de las cepas en estudio cumple las caracterís-

ticas descritas por otros autores.

Respecto a la plata, el comportamiento se ajusta total-

mente a unos niveles de elevada sensibilidad. La totali-

dad de la población estudiada no sobrepasa niveles de

CMI de 64^*g/ml. Dentro de este comportamiento, es la
población procedente de aguas superficiales la que se

ha manifestado como más tolerante a este metal.
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JOLY et al. (1976) describen que el 6,5$ de las Pseudomo-

ñas procedentes de aguas son resistentes a 128 jug/ml de

AgNO^; sin embargo, los niveles alcanzados por las cepas
hospitalarias son claramente inferiores. El posible efec-

to selectivo que pueda tener el uso de la sal de plata

en clínica es puesto en duda por BRIDGES et al. (1979)

al no poder demostrar la transferencia de dicha resisten-

cia. En el medio ambiente, SUMMERS et al. (1978) relacio-

nan el nivel de resistencia hallado con el grado de conta-

minación presente en el medio. Evidentemente, no hemos
>

identificado ningún punto de muestreo que haya coincidido

con cepas de P. aeruginosa altamente seleccionadas para

resistir elevados niveles de plata.

Frecuentemente el cadmio es un subproducto metalúrgico,

especialmente en el refinado del cinc. Se eliminan gran-

des concentraciones de este metal a través del aire y del

agua, donde los microorganismos juegan un papel importan-
te en el reciclaje de este metal a través de la cadena

alimentaria (DOILE et al., 1975» SELVER et al., 1976).

'P.-aeruginosa se comporta de forma -similar frente .al cadmio

que frente al uranio y al cinc,lo cual revela la existencia
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de una población seleccionada con una resistencia extraor-

dinaria hacia este elemento en Tin hábitat artificial con-

creto, lodos de depuradoras. Al observar los resultados

de NAKAEARA et al.(1977a , obtenidos al trabajar cdn
cepas de P. aeruginosa, se pueden distinguir dos pobla-

ciones, una minoritaria, más sensible, con unas CMI fren-

te al CdC^ incluidas entre 25 y 100 jig/ml. La población
restante es más resistente, con linas CMI entre 800 y 6400

}ig/ml. Los microorganismos estudiados en este trabajo se

han comportado de forma homogénea, hallándose incluidos

en el grupo mayoritario descrito por los autores anterior-

mente citados.

Sorprendentemente, la resistencia al cadmio determinada

por plásmidos tan sólo se ha asociado con S. aureus. El

mecanismo de resistencia no es una transformación quími-

ca, sino más bien se produce un cambio de permeabilidad.

Por lo tanto, las células portadoras de plásmidos no acu-

muían los niveles tóxicos de cadmio hallados en los mi-

croorganismos sensibles (KONDO et al., 1976).

El comportamiento de la colección de P. aeruginosa frente

a niveles de cinc no ha resultado sorprendente. Es un he-

cho conocido que los niveles de cinc que resultan tóxicos
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para diversas poblaciones bacterianas son inactivos fren-

te a P. aeruginosa. La curva de inhibición presenta un

comportamiento en el que no se distingue la existencia de

poblaciones heterogéneas . El nivel de resistencia más

elevado corresponde a bacterias que teóricamente son sus-

ceptibles de recibir cargas más elevadas de este elemento,

como sucede con cepas cuyo hábitat corresponde a los lo-

dos de las depuradoras.

BABICH y STOTZKY (1978) observan que una mayor tolerancia
pi

frente al Zn puede ser debida al requerimiento de dicho

metal como micronutriente. En comparación con otros meta-

les pesados divalentes como Cd , Pb * ó Hg ', afirman

que es necesaria una concentración relativamente más al-
pi

ta de Zn para reducir la supervivencia de las bacterias.

En nuestros resultados se observa claramente este hecho
OJ.

en el caso del Hg *, pues concentraciones mucho más ba-

jas producen la inhibición del crecimiento de P. aerugino-

sa. No ocurre lo mismo al estudiar los niveles de resis-
pi pi

tencia alcanzados con Cd y Pb pues, a pesar de que

parte de la población es más sensible, existe un grupo

importante con unas CMI similares a las descritas con

ZnSO^.
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El comportamiento de P. aeruginosa frente al cromo queda

muy bien reflejado en los resultados, donde parece sen-

cilio demostrar que el umbral de resistencia para este

metal está situado,para la mayoría de las Pseudomonas

entre 1600 y 6400 jig/ml.

SUMMERS y JACOBY (1978) describen que el plásmido pMG6,

del grupo de incompatibilidad P-2, codifica resistencia

al NagCrO^, alcanzando una CMI de 8100 jig/ml. En nuestros
resultados aparece una cepa procedente de aguas superfi-

ciales que alcanza unos niveles similares.

Capítulo aparte merece el comportamiento que presenta a

nivel morfológico la población examinada frente a nive-

les elevados de cromo, en el sentido de un cambio colo-

nial con amplia acumulación de material mucoso y su enor-

me opacidad presentada al M.E. por las células vivas de

P. aeruginosa.-

DRUCKER et al. (1979)» al estudiar la respuesta metabó-

lica del microbiota al cromo, observó que los metaboli-

tos producidos como resultado del crecimiento de microor—

ganismos resistentes al cromo son capaces de modificar

el cromo añadido al medio, produciendo como resultado
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la movilización de dicho metal. A través de nuestros re-

sultados se ha puesto en evidencia que dos cepas de P.

aeruginosa son capaces de reducir el cromo 64- presente

en el medio hasta compuestos menos tóxicos, lo que permi-

te el desarrollo de los microorganismos.

Uno de los factores que están relacionados con esta meta-

bolización es la concentración de glucosa existente en el

medio. De acuerdo con los resultados de SHIMADA (1978),

se ha observado que, al crecer P. aeruginosa en uñ medio

con glucosa, el descenso de cromato está influenciado por

la concentración del azúcar, produciéndose un mayor des-

censo cuando la concentración de glucosa es superior.

Igualmente se ha puesto- de manifiesto que, cuando el

tiempo de incubación se incrementa, la proporción de Cr^
en el medio disminuye, asociándose este hecho con el ere-

cimiento celular.

El mecanismo bioquímico de resistencia al Cr^' no se co-

noce exactamente. SHIMADA (1979) describe la presencia

de un enzima reductor, no detectando cromo reducido den-

tro de la célula. BALDRY et al. (1977) describen el sis-

tema de transporte de sulfatos como vía de entrada del

cromato en la célula bacteriana. Nuestros resultados ponen
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en evidencia la existencia de depósitos intracelulares al

crecer los microorganismos a concentraciones elevadas del

metal, pudiendo ser este mecanismo una posible vía de en-

trada.

Los niveles más elevados de resistencia alcanzados por la

población de P. aeruginosa estudiada están referidos a las

sales de molibdeno y tungsteno. Respecto al molibdeno, se

observa un comportamiento homogéneo mediante las CMI ha-

liadas, pues prácticamente la totalidad de las cepas al-

canzan valores superiores a 102400 }¿g/ml.

En cambio, el tungsteno ha demostrado un valor umbral pa-

ra la mayoría de la población, puesto que 408 cepas so-

bre 5^5 muestran una CMI de 102400 pg/ml. El resto (142

cepas) presentan valores superiores. Tan sólo 15 cepas

no han sido capaces de tolerar las concentraciones ante-

riormente dichas.

A diferencia del poder mutagénico ejercido por el Cr^
sobre P. aeruginosa (VENIT y LEVI, 1974), al crecer es-

tos microorganismos en presencia de distintas concentra-

ciones de molibdeno y tungsteno en el medio de cultivo,
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aparecen colonias con la morfología típica de la especie.

Esto podría de alguna manera confirmar el hecho de que

estos iones no se comporten como mutagénicos, pues, tal

como señala KRISHNAPILLAI (comunicación personal), los

mutantes que probablemente afectan a la estructura de la

pared celular pueden ser aislados fácilmente en P« aeru-

ginosa a partir de variaciones en la morfología de las

colonias.

Evidentemente, una de las cuestiones que han despertado

un gran interés en nuestro trabajo experimental, es

aquella que hace referencia al comportamiento de la ma-

yoría de las cepas aisladas frente a la sal de arsénico.

Los resultados presentados en esta memoria revelan una

gran amplitud en la distribución de las CMI, siendo

12800 jag/ml el valor que alcanza la mayoría de la pobla-r
ción. NAKAHARA et al. (1977a b) describen, según las dis-
tribuciones de las CMI, dos poblaciones. El grupo resis-

tente presenta unas CMI ligeramente más bajas que las ha-

liadas en este trabajo. Nuestros resultados se hallan más

próximos a los de JOLY et al. (1979)i que describen tres

grupos i e-1 denominado sensible, con una CMI inferior a
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3100 jig/ml, al cual pertenece el 22,7$ de las cepas ais-

ladas en esta memoria; el intermedio, con unos valores

de las CMI entre 3100 y 25000 pg/ml, en el cual se in-

cluye el 28j0$ de los microorganismos; y el tercero, con

un elevado nivel de resistencia, que comprende al 49,3$

del total de las cepas estudiadas. Teniendo en cuenta

estos resultados, JOLY et al. (1979) hallan un número su-

perior de cepas resistentes (72,2$).

En nuestros resultados, los valores más elevados de las

medias de las CMI pertenecen a las cepas procedentes de

productos patológicos. De forma contraria, la mayor sensi-

bilidad la alcanzan las cepas procedentes de suelos y pro-

ductos farmacéuticos. Es más frecuente, igual que con las

cepas aisladas por JOLY (1979), la presencia de cepas re-

sistentes que sensibles.

La resistencia al arsenato está determinada por plásmidos

en S, aureus (NOVICK y ROTH, 1968). En Enterobacteriaceae

HEDGES y BAUMBERG (1975) transfirieron esta resistencia

entre E. coli y S. typhi» JOLY et al. (1979) confirmaron

este hecho, asociándolo siempre con transferencia de resis-
tencia a antibióticos. Sin embargo, hasta la actualidad,,



522

a pesar del elevado nivel de resistencia hallado, no se

ha descrito este proceso en P. aeruginosa.

La discusión que puede presentarse al considerar los re-

sultados frente al talio es relativamente original, por-

que no existen datos que se singularicen respecto a los

reflejados en la literatura especializada.

En los resultados existentes aparece una gran variación

entre las distintas especies. WELSON y DEAN (1977) des-

criben una CMI de 123 pg/ml como umbral medio de sensi-

bilidad en P, aeruginosa. En nuestra experiencia, este

nivel es alcanzado por un número importante de microor-

ganismos, pero el nivel máximo que alcanza a un 65,0% de
«

cepas, se sitúa en una CMI de 256 pg/ml.

El comportamiento de las cepas de P. aeruginosa frente a

• la sal de talio es muy homogéneo en todas las procedencias

estudiadas. El nivel superior en la media de las CMI es

el alcanzado en las cepas procedentes de formas farmacéu-

ticas no estériles y alimentos. Este máximo viene

condicionado por el aislamiento de tres microorganismos

que son capaces de crecer a concentraciones elevadas de

dicha sal.
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El comportamiento de la colección de P. aeruginosa estu-

diada frente al telurito potásico, no ha aportado sorpre-

sas experimentales. En efecto, es un hecho ya establecido

desde el año 1977 (SUMMERS y JACOBY) que la resistencia

al telurito potásico está codificada en P, aeruginosa

por plásmidos del grupo IncP-2, plásmidos que se hallan

ampliamente distribuidos en la especie, codificando de

forma adicional resistencia a la carbenicilina, a la gen-

tamicina y a otros marcadores.

Considerando los resultados obtenidos, es fácil detectar

que la distribución, teniendo en cuenta el comportamiento

frente a la sal de teluro empleada, es bastante homogénea.

Las poblaciones aisladas de productos patológicos, aguas

superficiales terrestres, litorales y fangos de depurado-

ras presentan un comportamiento similar, relativamente

elevado en su CMI. En cambio, las cepas procedentes de

suelos alcanzan valores mucho más bajos. Esto podría in-

dicar que la necesidad de mantenimiento de plásmidos co-

mo los del grupo IncP-2 para estas poblaciones bacteria-

ñas hábitantes comunes del suelo no es imprescindible. Es-

te hecho puede ser el resultado de una menor presión se-

lectiva ejercida en dicho hábitat.
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Según SUMMERS y JACOBY (1977), la resistencia al telurito

no está relacionada con ninguna resistencia descrita pre-

viamente a metales pesados y antibióticos, aunque a menú-

do se encuentra asociada.con resistencia al arsénico, mer-

curio y plata. En las Pseudomonas aisladas en esta memoria

se aprecia una asociación entre la resistencia al teluro

y a los restantes agentes ; antimicrobianos ensayados.

Finalmente, por lo que respecta al capítulo de resisten-

cia a metales pesados, el comportamiento de resistencia

de las diferentes P. aeruginosa frente a los niveles en-

sayados de uranio suministrado en forma de nitrato de ura-

nilo presenta varios aspectos interesantes, adecuados pa-

ra su discusión.

En general, el comportamiento de la población frente a

concentraciones crecientes de dicho metal responde a un

modelo homogéneo, tal como se ha resaltado anteriormente

en el capítulo de resultados. Lo que quisiéramos señalar

en esta discusión es el especial comportamiento que tie-

ne P. aeruginosa frente al uranio. Este microorganismo

está extraordinariamente dotado para la movilización de

este elemento químico, verificándose su acumulación a
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nivel intracelular, formando unos depósitos visibles al

M.E. (STRANDBERG et al., 1981).

Pero es más, en nuestro trabajo experimental se ha podido

detectar cómo a nivel de las distintas poblaciones de P¿_

aeruginosa aisladas se presenta con claridad un fenómeno

de selección. Según los resultados, es un hecho evidente

que el hábitat correspondiente a los lodos de depurado-

ras contiene cepas de P. aeruginosa altamente cualificadas

para la acumulación de uranio; en cambio, resulta clara-

mente inferior para las poblaciones de Pseudomonas de

otras procedencias.

En definitiva, con el uranio se alcanza a comprender

sutilmente la existencia de un nicho ecológico, como es

el que corresponde al de la población de P. aeruginosa

perteneciente a fangos de depuradoras. El efecto de la

presión selectiva originada por los elevados niveles de

cadmio, plomo, cinc y uranio en este entorno ha seleccio-

nado, indiscutiblemente, una población de Pseudomonas

altamente especializadas.

Ante el elevado nivel de resistencia hallado se podría es-

tablecer, bajo un punto de vista teórico, una relación
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entre las distintas cepas de P. aeruginosa aisladas, a

efectos de comprobar la existencia de presuntos plásmi-

dos que hayan conferido a las cepas una adaptación se-

lectiva hacia sus hábitats de procedencia.

La descripción del CUADRO D-l ayuda al planteamiento de

esta parcela de la discusión, que hace referencia al com-

portamiento de P. aeruginosa en función del potencial bio-

lógico en forma de su contenido plasmídico y su respecti-

va adaptación a las distintas'biocenosis estudiadas. A tal

efecto puede intuirse, con el grupo de incompatibilidad

P-l, que un 31,1% de las cepas aisladas de productos pa-

tológicos cumplen un modelo que se ajusta al factor pías-

mídico R527» que codifica resistencia a la carbenicilina,

cloranfenicol, gentamicina, kanamicina, estreptomicina,

sulfadiazina y mercurio. Este resultado está ausente en

las cepas procedentes de suelos, depuradoras y formas far-

macéuticas no estériles y alimentos. En las cepas proce-

dentes de aguas superficiales sólo se describe un 9,1%

y en las marinas un 1,1%. Paralelamente, dentro del mis-

mo grupo de incompatibilidad se hallan unas diferencias

altamente significativas entre las cepas procedentes de

productos patológicos y las restantes, sugiriendo la exis-
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tencia de los factores R1033 y RP4pMG2 para un 14,6# de

las cepas hospitalarias.

Respecto al grupo de incompatibilidad P-2 aparece un com-

portamiento dualístico. En efecto, la frecuencia de ais-

lados es significativamente mayor en las cepas aisladas

de productos patológicos,.para aquellos plásmidos en los

que el espectro de quimioterápicos y antibióticos es im-

portante. Sólo aparecen porcentajes de resistencia inte-

resantes, netamente inferiores a los presentados por di-

chas cepas, para el caso de P. aeruginosa procedentes de

aguas superficiales. No se ha conseguido el aislamiento

de ninguna cepa" de P. aeruginosa procedentes de suelos

que presente resistencia a los plásmidos pMGl, pMG2,

pMG5, pMG6, RPL11 y Rml6a.

Los microorganismos procedentes de formas farmacéuticas
no estériles presentan un comportamiento idéntico. Final-

mente, el índice de resistencia presentado por las bacte-

rias aisladas de aguas marinas y fangos de depuradoras es

mínimo o nulo.
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En cambio, se manifiesta una modificación en el comporta-

miento que hace referencia al grupo IncP-2 para aquellos

plásmidos en los que su genoma contiene resistencia a me-

tales pesados pero no a ciertos antibióticos y quimiote-

rápicos. Ante esta configuración genética se produce una

variación en el comportamiento, hallándose los índices de
máxima resistencia en cepas cuyo hábitat es aguas litora-

les, con valores de 62,5% para plásmidos como Rmsl59 y

R931 y de 52,6% para los aislamientos procedentes de aguas

superficiales terrestres respecto a los mismos plásmidos.

El tercer lugar, teniendo en cuenta las frecuencias de re-

sistencia , lo ocupan las cepas procedentes de formas far-

macéuticas no estériles y alimentos, presentando el hábi-

tat formado por los microorganismos aislados de fangos de

depuradoras valores muy próximos. Las cepas procedentes

de productos patológicos se caracterizan por el nivel in-

ferior alcanzado.

Este comportamiento puede hacerse extensible, con ligeras

variaciones, a las frecuencias de resistencia para los plás
midos R38 y kR61. Para ellos el índice de máxima resisten-

cia corresponde a los aislamientos verificados a partir
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de lodos de depuradoras y aguas litorales, encontrándose

asimismo, los aislamientos realizados a nivel hospitala-

rio en penúltimo lugar, prácticamente igualados con los-

biotipos de aguas terrestres superficiales y a gran dis-

tancia de las P. aeruginosa aisladas de suelos.

Como puede'observarse en el CUADRO D-l, la selección de

resistencias parece que se declina hacia medios en los

que hay agentes contaminantes relacionados con mercuria-

les y metales pesados en general.

El grupo' IncP-2, a nivel de los plásmidos pM67 y RIP64,

contiene en sus marcadores la tobramicina, surgiendo de

nuevo índices de resistencia que favorecen la selección

negativa de biotipos procedentes de productos patológicos,
con amplias diferencias sobre los aislamientos procedentes

de los restantes hábitats. Este hecho se repite a nivel

de los grupos de incompatibilidad P-6, P-9 y P-10.

En cambio, en el grupo IncP-5, representado por el plás-
mido Rmsl63, los porcentajes de resistencia alcanzan valo-

res más elevados para todos los biotipos, incluso valores

de un 44# en las cepas aisladas de suelos. De forma marca-

da destacan los porcentajes obtenidos en las P. aeruginosa
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aisladas de productos patológicos (80,6$) y formas farma-

céuticas no estériles y alimentos (88,5;®), donde se ha

manifestado con mayor intensidad la fuerza selectiva ne-

gativa ejercida por el medio.

A través de los resultados obtenidos en este trabajo, el

serotipado se ha manifestado como un método sencillo, rá-

pido y preciso para identificar y clasificar las cepas de

P. aeruginosa aisladas tanto del medio ambiente como a

partir de productos patológicos.

El serotipo que se describe con mayor abundancia en núes-

tro trabajo es el 0:6, a pesar de no hallarse distribuido

de igual forma entre los orígenes estudiados. Este resul-

tado se halla incluido dentro de los datos suministrados

por otros autores. Podemos citar los resultados publica-

dos por BROKOPP et al. (1977) que, tras haber estudiado

cepas de origen hospitalario, encontraron un 27,1$ de

aglutinaciones con el suero 6. De igual forma GOMEZ LUS

y RUBIO CALVO (1977) describen dicho serotipo en el 18,7$

de las cepas y KURUP et al. (1976) en el 26$.

Cabe también destacar los resultados descritos con los

sueros 0:1 y 0:4. Tanto los autores anteriormente citados



532

como MAIQUEZ-RICHART et al. (1977) consideran estos se-

rotipos como unos de los más característicos de P, aeru-

sinosa.

Al medir la eficacia de' un método de tipado, uno de los

factores a tener en cuenta es el porcentaje de cepas que

no pueden ser clasificadas por dicha técnica. En este tra-

bajo el 16,2# de las cepas no se han identificado al uti-

lizar los sueros descritos por P.V. LIU. La tipabilidad

más baja alcanzada es la descrita en cepas del medio am-

biente, especialmente en cepas procedentes de fangos de

depuradoras. Este hecho'podría significar la existencia

de una mayor diversidad en dicho medio que en las cepas

aisladas de ambiente hospitalario. De todas formas al

citar los resultados de BROKOPP et al. (1977), con un

5,2# de cepas no tipables y GOMEZ LUS y RUBIO CALVO

(1977) con un 12,5$, habiendo ambos trabajado con cepas

hospitalarias, se puede apreciar la existencia de una

cierta variación en los resultados.

Se han realizado muchos estudios para poner de manifiesto

la existencia de reacciones cruzadas entre los sueros em—

pleados (HOMMA, 1976; TERADA et al., 1977*, KUSAMA, 1978).
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Teniendo en cuenta las cepas aisladas en este trabajo, un

15% han presentado aglutinación en dos sueros de forma si-

multánea. Entre estas aglutinaciones algunas se presenta-

ron con una cierta frecuencia como 0:5 Y 16 (2,7%), 0:2 y

5 (2,5%) Y 0:7 Y 8 (1,4$). Este hecho se encuentra amplia-

mente distribuido, pues BR0K0PP et al. (1977) citan la

existencia de estas combinaciones, recomendando KTJSAMA. en

1978 esta forma de expresar los resultados antes que crear

nuevos grupos propuestos por otros autores.

El examen de los resultados del serotipado revela la exis-

tencia de unas diferencias según el origen de las cepas.

A través de los datos obtenidos en la matriz de córrela-

ción se puede determinar la existencia de ciertas relacio-

nes.

La correlación hallada al comparar los resultados obteni-

dos con las cepas procedentes de productos patológicos y

aguas terrestres (r=0,7893) aproxima a las Pseudomonas

de ambos orígenes. Estos resultados concuerdan con LANYI

et al. (1966/67) y LANYI y BERGAN (1978), pues observan

la existencia de una concordancia entre los serotipos de

las P, aeruginosa aisladas a partir de aguas de bebida y
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muestras fecales. Este hecho indica la posibilidad de que

las Pseudomonas de origen hídrico sean el resultado de una

contaminación fecal.

Parece obvio admitir la elevada correlación entre los se-

rotipos descritos en aguas terrestres superficiales y" fan-

gos- de depuradoras como una consecuencia de las caracte-

rísticas del agua que procesan. Por otra parte, la desear-

ga bacteriana que reciben las aguas litorales, vehiculiza-

da por aguas superficiales de origen terrestre , explica

la relación elevada hallada en los serotipos de ambos am-

bientes.

Las bajas correlaciones halladas entre formas farmacéuti-

cas no estériles con aguas marinas y, productos patológi-

eos con cepas procedentes de suelos,permiten considerar

la posibilidad de un origen distinto de los microorganis-

mos en dichos hábitats.

Para realizar el tipado e identificación de las cepas de

P. aeruginosa existen varios métodos descritos en la bi-

bliografía. Uno de los métodos más ampliamente utilizados
es el descrito por GLLLIES y GOVAN (1966) que mediante
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la producción de aeruginocinas logra diferenciar 36 tipos

distintos de cepas. El método a emplear en este trabajo

debía conducir a una mayor diferenciación de las cepas,

así como permitir conocer la relación entre la producción

y sensibilidad a las aeruginocinas.. La técnica empleada

nos permite realizar un "fingerprinting" de las cepas así

como estudiar su capacidad de competir en un medio hostil.

Con el tipado por producción de aeruginocinas según JONES

et al. (1974), se ha identificado el 97,9$ de las cepas,

valor elevado al comparar los resultados hallados por

otros autores al utilizar diferentes técnicas. De todos

modos, se han de tener en cuenta dos hechos. Por una par-

te este método se ha desarrollado para el tipado de cepas

de origen hospitalario, dando excelentes resultados al

emplearlo con cepas procedentes del medio ambiente, pues

tan sólo siete no han podido ser caracterizadas. Por otra

parte, a pesar de ser P. aeruginosa productora de aerugi-

nocinas, no todas las cepas cumplen esta característica,

pudiéndose hallar las cepas anteriormente descritas den-

tro de este grupo.

A pesar de estar este método inicialmente dirigido hacia

el trazado de este microorganismo en infecciones nosoco—
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miales, cabe destacar que es a partir de cepas aisladas

de productos patológicos donde el porcentaje de tipabili-

dad alcanzado (95»1$) es inferior. De forma contraria, se

ha logrado un 100$ de tipabilidad con las cepas aisladas

de aguas marinas y fangos de depuradoras, a pesar de la

gran diversidad de cepas existente en dichos hábitats.

El mismo resultado se ha obtenido con las cepas proceden-

tes de formas farmacéuticas no estériles. En este caso,,

al tratarse de hábitats cerrados, en determinadas ocasio-

nes se ha observado la existencia de una sola cepa, cuyo

aislamiento se ha verificado en diversos productos en un

tiempo relativamente próximo.

Mediante el tipado por sensibilidad, el porcentaje de ti-

pabilidad alcanzado es menor (65,5$), estando de acuerdo

con la literatura existente sobre el tema (FARMER y HERMAN,

1969). La técnica empleada (GOMEZ LUS y RUBIO CALVO, 1977)

nos ha permitido, en algunos casos de cepas no productoras

de aeruginocinas, tipar microorganismos,con un total de

nueve, sin alcanzar de todas formas a la totalidad de las

cepas. A pesar de la complementariedad que presenta esta

técnica con el tipado por producción, hay que tener en

cuenta su mayor inestabilidad, debido a la presencia de

varios tipos de aeruginocinas en los Usados, pudiendo
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variar fácilmente su composición o la sensibilidad de la

cepa problema por ligeras variaciones en las condiciones

del medio de cultivo. Entre las cepas estudiadas, es a

partir de los microorganismos aislados de muestras de

suelos donde se ha alcanzado un mayor porcentaje de ti-

pabilidad (96%), lo que coincide con la característica

sensibilidad que han verificado dichas cepas.

Para poder expresar de forma más simplificada los resulta-

dos del tipado se empleó al ALA-aeruginocinotipo, utili-

zando tan sólo los dos primeros dígitos de los seis obte-

nidos en el tipado por producción y sensibilidad (JONES

et al., 1974)• Al relacionar los resultados obtenidos por

ambos métodos se puede observar que la combinación más

frecuente se caracteriza por ser buena productora y po-

co sensible. De igual forma, la combinación 42-88, tam-

bién cumple esta característica. Es únicamente a partir

de las cepas de suelos donde la combinación más abundante

corresponde a 88-12, presentando las propiedades opuestas.

A través de la relación producción/sensibilidad se pudie-

ron establecer seis patrones de comportamiento. El pa-

trón +4+/+++ es el único que no se evidencia en ningún

aislado. Este resultado cabía esperarse, pues es lógico
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que una cepa muy productora de aeruginocinas no sea sen-

sible a las mismas,pues,tal como describe OGAWARA (1981),

el microorganismo productor debe ser resistente a sus

propios metabolitos, como mínimo durante el periodo pro-

ductor. El patrón más frecuente es el que corresponde a

cepas buenas productoras y poco sensibles, cumpliendo

esta asociación las cepas aisladas de aguas superficiales,

aguas marinas, fangos de depuradoras y formas farmacéuti-

cas no estériles. El patrón contrario se presenta mayori-

tariamente en los microorganismos aislados en muestras

de suelos.

Parece, pues, que existe una relación inversa entre proauc-

ción de aeruginocinas y sensibilidad a las mismas, siendo

el patrón más frecuente el que corresponde a cepas buenas

productoras y poco sensibles, es decir resistentes. Desde

un punto de vista ecológico estas cepas parecen las mejor

dotadas para competir por los sustratos, siendo capaces

de antagonizar a otras cepas en cualquier nicho ecológico.

Este hecho es afirmado por GOMEZ LUS y RUBIO CALVO (1977)

al observar la prevalencia en ambiente hospitalario de

cepas buenas productoras frente a las muy sensibles. En

nuestros resultados, todos los ambientes, excepto en sue-
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los, se observa una elevada frecuencia de cepas buenas

productoras de aeruginocinas y por lo tanto poco sensi-

bles. Esta característica, ¿unto con su posible resisten-

cia múltiple a los agentes antimicrobianos, podría permi-

tir a P. aeruginosa desarrollarse favorablemente en medios

hostiles, tanto naturales como creados por el hombre.

Diversos traba,jos.sobre P. aeruginosa concuerdan en que

el tipado serológico es el primer paso a seguir; sin em-

bargo, los resultados presentados en esta memoria, sobre

el tipado por aeruginocinas, han facilitado una mayor

subdivisión, en parte debido al número de cepas indicado-

ras empleadas, obteniéndose como resultado un número su-

perior de subtipos. La combinación de ambos métodos con-

duce a un conocimiento muy exacto de las cepas problema.

El serotipo identificado con mayor frecuencia en las cepas

de P. aeruginosa estudiadas, tal como ya se ha descrito,

es el 0:6. Al observar los niveles de resistencia, dicho

grupo de cepas no destaca por sus elevados valores. DENIS

y GODEAU en 1972 ya describen que el serotipo más frecuen-

te no tiene porque ser el más resistente, pudiendo variar

los niveles de resistencia según el agente antimicrobiano
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estudiado. Según MICHEL-BRIAND et al. (1975), resulta fá-

cil relacionar un serotipo con una resistencia, pero es-

te resultado no se puede extrapolar a la totalidad de la

población, pues varían los resultados según los hábitats

estudiados. Al hablar de las cepas aisladas en este tra-

bajo, las pertenecientes al serotipo 0:4 son las que se

han comportado como las más resistentes, sin ser las más

frecuentes. De forma contraria, las pertenecientes al se-

rotipo 0:1 se caracterizan por ser más sensibles.

Teniendo en cuenta la relación entre la resistencia a los

agentes antimicrobianos y la bacteriocinogénesis se pue-

den describir cuatro categorías en P, aeruginosa. Las ce-

pas antibio-resistentes, productoras de bacteriocinas,

constituyen el grupo de bacterias mejor preparadas para

prevalecer. De forma contraria, no presentarían propie-

dades adecuadas los microorganismos antibio-sensibles

no productores de bacteriocinas.

El estudio comparativo del tipado serológico y la reía-

ción producción/sensibilidad de aeruginocinas revela una

homogeneidadios serotipos 1 y 5 se caracterizan por ser

malos productores de aeruginocinas. Como buenos producto-

res y poco sensibles aparecen los serotipos 0:5; 0:11;
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0:8; 0:5 y 16, y 0:2 y 5* Este comportamiento es coinci-

dente con los resultados obtenidos por GOMEZ LUS y RUBIO

CALVO (1977) J GOMEZ LUS et al. (1981). El estudio reali-

zado por estos autores sobre la dinámica de la población

en medio hospitalario,les permite concluir que una aeru-

ginogénesis intensa junto con una escasa sensibilidad

caracteriza a las cepas prevalentes en este medio; las

cepas con características opuestas son deficientes para

competir y sobrevivir. Esto se manifiesta por un deseen-

so significativo de los serotipos 1 y 3 en los aislamien-

tos realizados entre 1968-1973 y 1974-1976 por dichos

autores.

El 16# de las cepas aisladas en este trabajo se hallan

incluidas dentro del grupo prevalente, caracterizándose

de forma adicional por su resistencia a determinados

agentes antimicrobianes. La presión selectiva ejercida

sobre este grupo puede conducir a la aparición de una

población altamente resistente no sólo en medio hospita-

lario. sino también en el medio ambiente, con el peligro

que puede representar para la salud pública. Es necesario

conocer y controlar la evolución que presenta dicha po-

blación en los reservorios naturales si queremos contro-

lar las poblaciones a nivel del hombre.
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Este trabajo aporta un estudio sobre el comportamiento

de P. aeruginosa aisladas del medio ambiente. Para co-

nocer la importancia de las fuentes ecológicas en la

transmisión de este microorganismo a los pacientes, se

debe estudiar su comportamiento en los nichos naturales.

La clara comprensión de los ciclos verificados por este

microorganismo en los hábitats en los que es capaz de

crecer, proporciona una aproximación válida para el con-

trol de P. aeruginosa.
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1. Se ha aislado P. aeruginosa en todos los hábitats es-

tudiados, siendo el porcentaje de aislamiento próxi-

mo al 50% en el caso de fangos de depuradoras, aguas

superficiales terrestres y marinas. El porcentaje in-

ferior de aislamientos (4$) corresponde a formas far-

macéuticas no estériles.

2. Se han obtenido unos porcentajes muy elevados de re-

sistencia (92-100$) frente al ácido nalidíxico, ampi-

cilina, cefalotina, cloranfenicol, estreptomicina,

fosfomicina, kanamicina, nitrofurantoína y tetracicli-

na. Los mayores porcentajes de sensibilidad se han

hallado con la tobramicina, colistina y gentamicina.

3. El grupo de cepas procedentes de productos patológicos

proporciona el mayor porcentaje de resistencia a los

antibióticos estudiados.

4. Las medias más bajas de las CMI frente a las sales de

los metales pesados empleados las presentan las cepas

de P, aeruginosa aisladas de muestras de suelos y for-
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mas farmacéuticas no estériles y alimentos. A partir

de las cepas procedentes de fangos de depuradoras se

obtienen las medias de las CMI más elevadas.

5. Se han presentado unos porcentajes muy elevados de re-

sistencia (97-100$) frente a las sales de cadmio, cinc,

cromo, molibdeno, plomo, talio, tungsteno y uranio.

Todas las cepas son sensibles a la sal de plata.

6. Por hábitats, las cepas procedentes de aguas superfi-

ciales terrestres presentan el mayor porcentaje de

resistencia a los metales pesados estudiados, excep-

to con el mercurio para el cual se han obtenido unos

porcentajes de resistencia similares en todos los

ambientes estudiados.

7. La elevada correlación hallada entre los niveles de

resistencia frente a los antibióticos, quimioterápi-

eos y metales pesados indica la presencia de un mo-

délo de resistencia homogéneo.

8. El 6°/o de las cepas es resistente a 15 de los 15 agen-

tes antimicrobianos y a 11 de las 12 sales de meta-

les pesados estudiados.
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9. Cepas de P. aeruginosa resistentes al cromo hexava-

lente son capaces de reducirlo y acumular una peque-

ña cantidad del elemento.

10. Los serotipos que se han descrito con mayor frecuen-

cia son: el 0:6 (14$), principalmente en microorganis-

mos procedentes de suelos, aguas superficiales terres-

tres y marinas, el 0:1 (11%) y el 0:4 (10%). El 16%

de las cepas no ha aglutinado frente a ningún suero

y el 21% frente a más de uno.

11. Mediante el tipado con aeruginocinas, el 98% de las

cepas se han identificado por producción y el 66%

por sensibilidad. Al combinar ambos métodos se ha

obtenido un 99»5% de tipabilidad. El 67% de las cepas

de P, aeruginosa se han comportado como buenas produc-

toras de aeruginocinas y poco sensibles.

12. Las cepas que pertenecen a los serotipos 0:1 y 0:3

se caracterizan por ser malas productoras de aerugi-

nocinas y muy sensibles. Las cepas buenas productoras

y poco sensibles a las aeruginocinas pertenecen a los

serotipos 0:5» 0:8, 0:11, 0:2,5 y 0:5»16.
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13. Por sus especiales características de resistencia, el

16% de las P. aeruginosa aisladas en este trabajo des^

tacan por estar mejor dotadas para prevalecer en me-

dios hostiles. Este hecho tiene una especial signifi-

cación desde el punto de vista ecológico.-y sanitario.

i
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