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RESUMEN

Aislamos 25 cepas de Pseudomonas aeruginosa de 63 muestras de 
diverso origen. De estas, 21 eran de lesiones humanas con 9 aislamien
tos; 20 de animales con 8 aislamientos y 22 muestras de aguas naturales 
con 5 aislamientos.

Identificamos estas cepas mediante el estudio de características 
morfológicas, tintoriales, culturales y bioquímicas.

Probamos su acción patógena experimental por inoculación en 
ratón blanco cepa Rocland, con pocas variaciones en su comportamiento. 
Ensayamos la acción de 4 antisépticos de los cuales sólo 3 se compor
taron uniformemente.

Frente a la penicilina siempre fueron resistentes, y en presencia 
de tetrafenicol, anastrepto, ampliciclina y colistin, la sensibilidad de 
las cepas estudiada fue variable.

A ISOLATIONS AND STUDY OF PSEUDOMONAS 
AERUGINOSA STRAINS PROM SAMPLES

OF DIFFERENT ORIGIN
SUMMARY

We isolated 25 strains of Pseudomonas aeruginosa from 63 samples 
of diff erents origin. This was 21 from humans lesions with 9 isolations 
20 from animals with 8 isolations and 22 samples from naturals waters 
with 5 isolations.

We made the identifications of this strains by the study of the 
morfological, tintorial, cultural and biochemical characteristics.

We proof the experimental pato genic action by inoculation in 
Rocland strain of white mouse and we obtain few variations in th® 
comportment. We assay 4 antiseptics from wich 3 was comported with 
uniformity.

In front of penicilin it was always resistents and in the presence, 
of tetrafenicol, anastrepto, ampliciclina, and colistin, the sensibility of 
the strains studied was variable.
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ANTECEDENTES

Emprendimos 'este trabajo con el 
propósito de aislar Pseudomonas ae
ruginosa, identificarla con técnicas 
simples y rápidas y comparar algunos 
de los caracteres de cepas aisladas de 
procesos patológicos humanos y ani
males y las del ambiente natural.

Sabemos que este microorganismo 
no está aún claramente ubicado y de
finido desde el punto de vista de su 
patogenicidad. Es considerado un 
oportunista que produce distintos ti
pos de infecciones, superficiales y pro
fundas, en el hombre y animales, prin
cipalmente cuando las defensas están 
debilitadas. Como agente secundario 
de invasión puede s'er causante de 
meningitis en el lactante y en el adul
to, otitis en el hombre y animales, etc.

En la naturaleza es un agente de la 
putrefacción de la materia orgánica 
y un saprofito muy difundido; se en
cuentra frecuentemente en el suelo, 
agua y aire, sobre la superficie de la 
piel y en el tubo digestivo' del hombre 
y animales. De ahí la facilidad con 
que se agrega y asocia a procesos pa
tológicos superficiales.

Desde que Gessard en 1882 aisló 
este bacilo, numerosos investigadores 
se han ocupado de diversos aspectos 
de sus actividades biológicas. Lo que 
ha llamado la atención es la pigmen- 
togénesis; Seelen N. A. (1943) entre 
otros, estudió algunas carácterísticas 
del género Pseudomonas relacionadas 
con la producción de pigmentos, re
calcando la importancia de los cons
tituyentes del medio de cultivo y la 
acción inhibidora de metales pesados. 
Haynes, ET AAO II IN IN IN O TA 
Haynes, W. C. (1951) y Gaby, W. L.

MATERIAL
La búsqueda de Pseudomonas ae

ruginosa la realizamos en 63 muestras 
que obtuvimos del hombre y de dis
tintas especies animales como también 
de ambientes naturales. Las muestras 
de origen humano fueron 21, proce-

col. (1957) estudiaron tests de labo
ratorio útiles para la identificación de 
Pseudomonas aeruginosa. Este último 
encontró que las cepas aisladas de es
pecímenes humanos producían una al
ta concentración de citocromooxidasa, 
detectable por un test simple y rápido. 
Kovacs, N. (1956) comunicó la iden
tificación de Pseudomonas aeruginosa 
mediante la reacción de oxidasa. Esta 
prueba tiene singular valor por cuanto 
su positividad se mantiene en las ce
pas que han perdido la pigmentogé- 
nesis. Bulmann, W. A. (1961) en un 
estudio realizado en cepas no produc
toras de pigmento, estableció la im
portancia del test de incubación a 
temperaturas de 0 y 42 °C para iden
tificar Pseudomonas aeruginosa acom
pañado de la determinación de viru
lencia para el ratón cepa Suiza. Park, 
H. A. W. (1962) estudiando bacterias 
heterotróficas con flagelo polar, ais
ladas de agua, identificó tres géneros, 
primariamente por movilidad y secun
dariamente por tests bioquímicos, es
tableciendo porcentajes de cepas que 
dan resultados positivos con cada test 
practicado. Menciona la utilidad del 
test de utilización de hidratos de car
bono como única fuente de carbono. 
Gaby W. L. y col. (1961) estudió la 
patogenicidad para el ratón de cepas 
de Pseudomonas aeruginosa de dis
tinto origen clínico, comprobando la 
débil patogenicidad de cepas aisladas 
do infecciones humanas con respecto 
a la severidad de los procesos clínicos 
de las cuales procedían. Los resulta
dos obtenidos demuestran la varia
ble virulencia que pueden tener di
ferentes cepas en esas condiciones ex
perimentales.

Y METODO
dentes de orina, otitis y lesiones trau
máticas,las de procedencia animal fue
ron 20, correspondientes 5 a bovinos 
sin manifestaciones clínicas y 15 a ca
ninos con procesos patológicos con 
predominancia de otitis. También tra-
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bajamos con 22 muestras de agua pro
venientes de; la ribera del Río de La 
Plata, de la zona comprendida entre 
el paraje denominado “Boca cerrada” 
al norte y el Balneario “La Balandra” 
al sur. (Cuadro N° 1). Incluimos en 
este trabajo 3 cepas de colección.

La marcha bacteriológica compren
dió los siguientes pasos: aislamiento 
en medio de King (King, E. O. y col. 
1954); la pigmentación en eiste medio 
fué el punto de referencia para efec
tuar los aislamientos e identificación. 
Por lo tanto, las cepas que no tenían 
originariamente la propiedad de pig- 
mentogénesis no fueron tomadas en 
cuenta en este trabajo. Observaciones 
en fresco y previa coloración, incu
bación de especímenes a temperatu
ras disgenésicas (0 y 42 °C); prue
bas bioquímicas; investigación de pio- 
cianina y acción patógena experimen
tal.

Las pruebas bioquímicas más im
portantes realizadas para la identifi
cación fueron las siguientes: test de 
oxidasa según la técnica de Kovacs; 
investigación de catalasa con agua 
oxigenada de 20 volúmenes; oxidación 
de glucosa en medio de Hugh y Leif- 
scn; reducción de nitratos a nitritos y 
producción de hidrógeno sulfurado.

Efectuamos la investigación de pig
mentos en caldo de pH alcalino, se
parando la piocianina por extracción 
clorofórmica. Al depositar este extrac
to en cápsula de Petri y evaporarse el 
solvente, obtuvimos cristales de pio
cianina.

A fin de conocer el grado dei viru
lencia de las cepas aisladas, inocula
mos ratones blancos cepa Rocland, de 
25 - 30 gr, por vía subcutánea con 
0,2 cc. de cultivo de 48 hs. A los ani
males muertos le practicamos la ne
cropsia y buscamos retomar el germen 
por siembra de sangre obtenida por 
punción cardíaca, en agar nutritivo.

Con el objeto de conocer la concen
tración inhibitoria mínima de distin
tos antisépticos de uso terapéutico co
mún en aplicaciones locales, cultiva
mos las cepas ie.n caldo nutritivo con

diluciones crecientes de mertiolate, 
bicloruro de mercurio, ácido bórico y 
alcohol 969. Después de una incuba
ción de 24 horas comprobamos la pre
sencia de organismos viables sem
brando un ansa de cada dilución de 
la siembra en caldo, en agar nutritivo.

Además tratamos de poner en evi
dencia la acción in vitro de distintos 
antibióticos por medio del test sensi
tivo primario usando discos standard 
de uso común, conteniendo los sigui
entes antibióticos y concentraciones 
por disco:

Penicilina: 10 U. O.
Ampliciclina: 25 gamas 
Estreptomicina: 15 gamas 
Canamicina: 30 gamas 
Neomicina: 30 gamas 
Cefalosporina: 30 gamas 
Lincomicina: 10 gamas 
Rifampicina: 30 gamas 
Furoxona: 50 gamas 
Novobiocina: 10 gamas 
Cloramfenicol: 30 gamas 
Tetraciclina: 30 gamas 
Gentamicina: 10 gamas 
Oleandomicina: 10 gamas 
Rifocina: 15 gamas 
Aminosidina: 30 gamas 
Ac. nalidíxico: 30 gamas 
Meticilina: 15 gamas 
Eritromicina: 10 gamas 
Espiramicina: 30 gamas 
Colistin: 10 gamas 
Oxacilina: 15 gamas 
Paramomicina: 30 gamas 
Polimixina B: 100 U. O. 
Furadantina: 50 gamas

Además practicamos el método de 
las diluciones en tubo con los siguien
tes antibióticos:

Penicilina
Anastrepto (Estreptomicina + Di- 

hidroestreptomicina: a. a.)
Rifocina
Tetrafenicol (Tetraciclina 4- Clo

ramfenicol: a. a.)
Ampliciclina (Novobiocina [ Me 

pecilina: oonc. 1:2)
Colisina (Colistin + Cloramfeni

col: conc. 394 mgs : 1 g.)



76 Analecta Veterinaria» Vol.Ill Nros.1 - 2 y 3 Enero-Diciembre 1971

En todos los casos efectuamos di
luciones crecientes al décimo a par
tir de soluciones madres concentradas 
de cada uno de los antibióticos, uti
lizando como diluyente caldo nutri
tivo. El volumen final de medio de 
prueba con antibiótico fué de 2,5 cc. 
en todos los casos. El inoculo fué de 
0,1 cc. de cepa cultivada en caldo du
rante 48 - 72 hs. La incubación se rea

lizó a 37 °C durante 24 hs., al cabo* de 
las cuales realizamos las lecturas. Con
sideramos que el antibiótico o anti
séptico tenía acción inhibidora cuando 
el medio de cultivo no presentaba 
signos visibles de crecimiento. En los 
casos en que no se pudo diferenciar 
claramente la multiplicación, repica
mos en agar nutritivo para compro
bar viabilidad.

RESULTADOS
Aislamos 22 cepas de Pseudomonas 

aeruginosa de 63 muestras testadas. 
De¡ éstas, 9 procedían de procesos 
patológicos humanos, 8 de otitis cani
na y 5 de agua.

Las cepas se comportaron unifor
memente desde el punto de vista de 
su movilidad, características tintoria- 
les, pigmentogénesis, crecimiento en 
temperaturas disgenésicas y propieda
des bioquímicas. Comprobamos com
portamiento variable en la producción 
de catalasa (no producida por las ce
pas 6, 7 y 8); oxidación de glucosa (ne
gativa para cepas 1, 2, 5, 6, 14, y 22), 
y producción de hidrógeno sulfurado 
(positivo para cepas 9 y 17).

Todas las cepas aisladas demos
traron acción letal para el ratón, en 
la dosis inoculada, entre 24 y 48 hs. 
La cepa 7, aislada de otitis humana 
demostró poseer acción patógena más 
retardada (Cuadro N° 2). En la ne
cropsia, observamos hemorragia ge
neralizada, edema, infarto ganglionar, 
congestión y pigmentación verdosa de 
tejido subcutáneo. En todos los casos 
recuperamos el microorganismo, por 
siembra de sangre obtenida por pun
ción cardíaca, en agar nutritivo.

Frente a la acción de los antisépti
cos, todas las cepas aisladas y las 
de colección /examinadas demostraron

comportamiento uniforme frente a las 
mismas concentraciones de alcohbl, 
ácido bórico y bicloruro de mercurio. 
Sin embargo, fue distinta la sensibili
dad de 7 cepas frente al mertiolate. 
(Cuadro N^ 3).

En el test sensitivo primario para 
antibióticos, todas las cepas estudia
das se mostraron resistentes, excep
ción de la N° 20 que fué inhibida en 
un halo de 9 mm. por el colistin. En 
cambio, en el método de las dilucio
nes en tubo (Cuadro N° 4), sólo de
mostraron resistencia total a la peni
cilina, desde la mayor concentración 
ensayada (50.000 U. O. por cc.) Con 
rifocina las cepas demostraron sensi
bilidad entre 0,25 mg por cc. a 2,5 mg 
por cc. El tetrafenicol inhibió en la 
concentración de 2 y 20 gamas, a ex
cepción de. la cepa 11 que se com
portó como la más sensible. Las con
centraciones de anastrepto que inhi
bieron el crecimiento oscilaron entre 
100 gamas y 10 gamas por cc. Ampli- 
ciclina inhibió el crecimiento ion con
centraciones comprendidas entre 30 
gamas y 300 gamas por cc.

Colisina actuó como inhibidor en 
las concentraciones de 3,94 gamas y 
39,4 gamas con excepción de la cepa 
13 que fué sensible en la concentra
ción de 394 gamas.

DISCUSION
Las cepas aisladas, a pesar de tener 

distinto origen, demostraron poseer 
características muy similares, según 
los tests practicados por nosotros 
(Cuadro N° 2). Sin embargo, debe

mos señalar algunas aparentes excep
ciones a esta afirmación, por ejemplo, 
la negatividad para la pnieba de ca
talasa. Este es un hecho que ocurre 
freemen te men te por cuanto no todas
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las cepas de Pseudomonas aeruginosa 
conocidas tienen esta propiedad, de 
acuerdo a hallazgos hechos por otros 
investigadores. Tiene valor la unifor
me positividad al test de oxidasas, 
una de las pruebas más efectivas para 
la identificación de estos microorga
nismos. La irregularidad en la oxi
dación de la glucosa es también otro 
hecho comprobado ya con ante
rioridad.

En cuanto a la acción patógena 
experimental los resultados obtenidos 
dan solamente un dato de orientación 
con respecto a las diferencias que se 
pueden observar desde este punto de 
vista, entre distintas cepas. Pero lo 
evidente es que el ambiente acuático 
del cual se aislaron algunas cepas 
no interviene disminuyendo la viru
lencia de estos microorganismos. Muy 
por el contrario, los resultados obte
nidos nos permiten observar que son 
éstas las cepas que en menor tiempo 
han producido la muerte del ratón. 
Hubiera sido interesante hacer una 
titulación para precisar con mayor 
exactitud el comportamiento de las 
cepas en la inoculación experimental, 
lo que será objeto de nuevas bús
quedas.

Frente a la acción de los antisépti
cos in vitro, es llamativa la uniformi
dad que se observa en el comporta
miento dei todas las cepas, con la

única excepción del mertiolate, cuyas 
pequeñas diferencias en la concen
tración inhibitoria mínima, podría de
berse a características particulares de 
las cepas.

Es conocida la gran resistencia que 
ofrece este microorganismo a la acción 
de diversos antibióticos. Lo hemos 
corroborado en este trabajo con algu
nos, cuyos resultados aparecen en el 
cuadro N° 4. La sensibilidad de las 
cepas, observada frente a la rifocina, 
se produce solamente en altas con
centraciones, muy por encima de los 
niveles que pueden estar presentes en 
sangre en los tratamientos, y de las 
concentraciones que se usan para ha
cer el test sensitivo primario para uso 
clínico. La menor resistencia a tetra- 
fenicol y anastrepto demostrada por 
algunas cepas en el método de di
luciones en tubos que la compro
bada en el test sensitivo primario, 
podría deberse a una diferencia de 
sensibilidad de ambos métodos. La 
acción inhibitoria ejercida por colisi- 
na y ampliciclina responde en líneas 
generales a lo observado en el test 
sensitivo primario y demuestran un 
relativo alto grado de resistencia de 
las cepas a estos agentes terapéuticos.

También notamos diferencias en 
cuanto a dosis efectivas de los anti
bióticos en varias cepas.

Las cepas aisladas de Pseudomonas 
aeruginosa tienen características ge
nerales que presentan muy pocas va
riaciones en el conjunto. Notamos va
riaciones en el tiempo en que se pro
dujo la acción patógena en ratón en 
algunos casos, y la acción bactericida 
de algunos antibióticos, principal-

mente aquellos que son complejos co
mo tetraciclina, anastrepto, amplici
clina y colistin. Esta diversidad de 
comportamiento no guarda relación 
con el ambiente del que ha sido ais
lada la cepa. Las cepas de colección 
testadas, ofrecen en cambio, compor
tamiento uniforme.
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CUADRO N? 1

ORIGEN DE LAS CEPAS AISLADAS

Cepa N^ Aislada de: Especie Procedencia

1 otitis humana Fac. Cs. Vet.
2 otitis canina Fac. Cs. Vet.
3 otitis canina Fac. Cs. Vet.
4 otitis canina Fac. Cs. Vet.
5 agua —. Río de la Plata
6 lesión traum. humana Clínica privada
7 otitis humana Clínica privada
8 otitis canina Fac. Cs. Vet.
9 otitis canina Fac. Cs. Vet.

10 agua Río de la Plata
11 agua Río de la Plata
12 otitis humana Clínica privada
13 orina humana Clínica privada
14 otitis humana Clínica privada
15 agua Río de la Plata
16 agua — Río de la Plata
17 otitis canina Fac. Cs. Vet.
18 otitis canina Fac. Cs. Vet.
19 otitis humana Clínica privada
20 orina humana Clínica privada
21 cepa colee. —1 Cepario Fac. Cs. Vet.
22 cepa colee. —— Cepario Fac. Cs. Vet.
23 otitis humana Clínica privada
24 otitis canina Fac. Cs. Vet.
25 cepa colee. —■ ■ Cepario Fac. Cs. Vet.
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CUADRO N? 3
Diluciones inhibidoras de antisépticos

Cepa N9 Alcohol 96 ’ Ac. Bórico Mertiolate Bicloruro de Mercurio

1 1/5 1/100 1/100.000 1/400.000
2 M
3 ft
4
5 1/5 1/100 1/200.000 1/400.000
6 tí
7
8 1/100.000
9 1/5 1/100 1/100.000 1/400.000

10 » fí
11 tf
12 ,, 99
13 1/5 1/100 1/200.000 1/400.000
14 rt 1/100.000
15
16 1/200.000
17 1/5 1/100 1/100.000 1/400.000
18 „ „
19 „ tí tt
20 rt
21 1/5 1/100 1/200.000 1/400.000
22 J, ft
23 1/100.000 ft
24 tí
25 tí

CUADRO N? 4
Sensibilidad a antibióticos

Cepa Tetra- Anas- Ampli-
strepto ciclina ColisinaN- Penicilina Rifosina fenicol

1 R 0,25 mg 2 gamas 100 gamas 30 gamas 3,94 gamas
2 R 0,25 mg 20 gamas 100 gamas 30 gamas 3,94 gamas
3 R 0,25 mg 2 gamas 10 gamas 30 gamas 3,94 gamas
4 R 0,25 mg 20 gamas 10 gamas 30 gamas 39,4 gamas
5 R 0,25 mg 2 gamas 100 gamas 300 gamas 3,94 gamas
6 R 0,25 mg 2 gamas 100 gamas 30 gamas 3,94 gamas
7 R 0,25 mg 2 gamas 100 gamas 30 gamas 3,94 gamas
8 R 0,25 mg 2 gamas 10 gamas 30 gamas 3,94 gamas
9 R 0,25 mg 20 gamas 100 gamas 300 gamas 39,4 gamas

10 R 0,25 mg 2 gamas 100 gamas 30 gamas 3,94 gamas
11 R 2,5 mg 0,2 gamas 10 gamas 300 gamas 39,4 gamas
12 R 2,5 mg 20 gamas 10Ó gamas 30 gamas 39,4 gamas
13 R 2,5 mg 20 gamas 100 gamas 300 gamas 39,4 gamas
14 R 2,5 mg 20 gamas 100 gamas 300 gamas 39,4 gamas
15 R 2,5 mg 20 gamas 10 gamas 30 gamas 39,4 gamas
16 R 2,5 mg 20 gamas 100 gamas 30' gamas 39,4 gamas
17 R 2,5 mg 20 gamas 100 gamas 30 gamas 39,4 gamas
18 R 2,5 mg 20 gamas 10 gamas 300 gamas 39,4 gamas
19 R 2,5 mg 20 gamas 10 gamas 300 gamas 3,94 gamas
20 R 2,5 mg 20 gamas 10 gamas 30 gamas 39,4 gamas
21 R 0,25 mg 20 gamas 100 gamas 30 gamas 39,4 gamas
22 R 0,25 mg 20 gamas 100 gamas 30 gamas 39,4 gamas
23 R 0,25 mg 20 gamas 100 gamas 30 gamas 39,4 gamas
24 R 0,25 mg 20 gamas 100 gamas 30 gamas 39,4 gamas
25 R 0,25 mg 20 gamas 100 gamas 30 gamas 39,4 gamas




