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RESUMEN

Se practicé la serotipia a 71 cepas de Pseudomonas aeruginosa, procedentes en su
totalidad de muestras del tracto respiratorio superior e inferior aisladas en su mayo-
rfa en las Secciones de Bacteriologia de los Hospitales General del Sur, Hospital
Universitario de Maracaibo y en su minorfa del Hospital Central “Dr. Urquinaona”
y el Instituto Venezolano del Seguro Social.

Para la serotipia se siguib la técnica de aglutinacién en ldmina de HABS utili-
zando 16 antisueros monovalentes,

En el estudio se logrd el tipiaje del 100% de las cepas (98,58% usando como
antfgeno bacterias vivas, 1,42% cepas calentadas); logrindose encontrar 12 seroti-
pos diferentes.

El serotipo prevalente fue el 11 (30,98%), siguiéndole en orden de frecuencia
el 10 (18,31%).

* Profesores de la Cdtedra de Microbiologia - Facultad de Medicina - Universidad del Zu-
lia . 1985.
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En cepas aisladas de esputo el serotipo 11 fue el predominante y en segundo
lugar el serotipo 6.

Igualmente los serotipos que con més frecuencia se encontraron en exudados
faringeos fueronel 11y 10.

De 14 cepas correspondientes a lavado bronquial 9 pertenecian al serotipo 10
y el resto a los serotipos 8,9, 11, 13, 16, los cuales se encontraron en igual propor-
cion (1,41%). .

Nuestros hallazgos coinciden con los de Villalobos y cols. y Yoshioka y cols.,
ya que el serotipo mds cominmente encontrado es el 11 (HOMA 5), pero en nues-
tra estudio al igual que Moody y cols. no encontramps cepas no tipiables a diferen-
cia de Villalobos y cols. quienes obtuvieron un 14,94 %.

Compartimos con el Comité de Serotipia de la Sociedad Japonesa de Ps. aeru-
ginosa que la serotipia usando bacterias vivas, es uno de los métodos mas satisfacto-
rios y facil para permitirnos clarificar la epidemiologia de brotes infecciosos sobre
todo de origen nosocomiales en servicios como Unidad de Terapia Intensiva, Ciru-
gia, etc.

INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram Negativo, ampliamente distribuido en
la naturaleza que se aprovecha de las bajas defensas del individuo ocasionandole
diferentes cuadros infecciosos, bien por presentar cuadros primarios de inmunode-
ficiencias, por estar recibiendo tratamiento con citostiticos u otros medicamentos
inmunosupresores, por estar sometidos a amplias resecciones quiriirgicas, quemadu-
ras, exploraciones diagndsticas o en pacientes en los cuales el equilibrio de la flora
bacteriana normal se altera por el uso indiscriminado de antimicrobianos (1-11).

Es un germen que posee una fisioecologia especial, permitiéndole tolerar con-
diciones adversas del medio ambiente y que por lo tanto el ambiente hospitalario le
ofrece condiciones favorables para su multiplicacién y diseminacién (2-17).

En los Gltimos afios el grupo de bacilos Gram Negativos No Fermentadores
ocupan un lugar importante en las casuisticas etiolégicas de las infecciones nosoco-
miales, siendo Pseudomonas aeruginosa una de las que ha llegado a ocupar lugar privi-
legiado entre ¢llos (18). Se ha encontrado ocasionando diferentes cuadros infeccio-
sos a nivel de piel, meninges, tracto respiratorio, ojo, tracto urinario, sangre, como
contaminante de traqueostomias; en nuestro medio se le ha aislado de diferentes
muestras clinicas y ambientes (4,18,21).

Conociendo la gran complejidad que representa el control de las infecciones
nosocomiales, muchos investigadores han trabajado y presentade diferentes méto-
dos que constituyen herramientas para dilucidar el origen de aquellas causadas por
Pseudomonas aeruginosa. Estos métodos constituyen los llamados marcadores epi-
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demiolbgicos, los cuales permiten clasificar las cepas en tipos o grupos, permitiendo
adquirir de esta manera conocimiento sobre la fuente de infeccién y la via de trans-
mision de tales infecciones en el medio hospitalario. Para tal fin, contamos con la
Pyocinotipia, Lisotipia y Serotipia (3,22,23).

La Pyocinotipia, es uno de los procedimientos que con gran frecuencia es
utilizado en investigaciones epidemiolégicas, considerado un método simple y acce-
sible a nuestros laboratorios de bacteriologia, ésta en combinacion con la Lisotipia
v la Serotipia, ofrece buenos resultados, ya que por si solo puede conducir en algu-
nas ocasiones a resultados pocos confiables. El mismo esti basado en la investiga-
cién de produccién de pyocinas por parte de una cepa de Pseudomonas aeruginosa,
o a la inversa, en investigar la sensibilidad de ésta frente a un set standard de
pyocinas {24-29).

Otro procedimiento a emplear lo constituye la Lisotipia, que afin cuando es
bastante efectivo, presenta la dificultad de la inestabilidad de los patrones de lisis
y del mantenimiento de una coleccién de fagos (30).

La Serotipia, es otro de los marcadores epidemiolégicos que se utiliza para el
estudio de estos casos de infecciones intrahospitalarias, pero presenta los siguientes
inconvenientes: La preparacién de antisueros y el hecho de que el niimero de sero-
tipos seria insuficiente para la precisidn requerida en este tipo de estudio (29,31).

De acuerdo a los antigenos sométicos “O”, existen varios esquemas para la
clasificacién de las cepas de Pseudomonas aeruginosa, los cuales son mostrados en

la Tabla N° 1.

El objetivo del presente trabajo es conocer en nuestro medio los serotipos
mas frecuentes de Pssudomonas aeruginosa en muestras provenientes del tracto
respiratorio, signiendo la técnica y el esquema de HABS (32) y completada por el
Subcomité Internacional de Pseudomonas.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de Pseudomonas aeruginosa a las cuales se les practicé la Serotipia.

Se estudiaron 71 cepas de Pseudomonas aeruginosa, aisladas en su totalidad de di-
versas muestras provenientes del tracto respiratorioc superior e inferior, procesadas
en su mayoria en las Secciones de Bacteriologia de los Hospitales General del Sur,
Universitario de Maracaibo y en su minoria del Seguro Social, los cuales fueron pro-
porcionados gentilmente por el Dr. Alfredo Villalobos C., profesor de la Catedra de
Microbiologia de L.U.Z.
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TABLA Ne 1

LISTA COMPARATIVA DE SEROTIPOS DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA EN LOS DIFERENTES ESQUEMAS

ASOCIACION
DE ESTUDIOS LIU VERDER &
1975 HOMMA LANYI HABS (Difco) EVANS FISHER | MEITERT
A L 1 3 3 VI - 5
2 2 2 3 2
B 7 3 5 1 6
13 5 16 X 7
16 L 16
¢ 3 5 7 7 VIII 6 3
8 8
D 4 i0 9 9 IX - 14
E 5 7 11 11 XII 2 15
F 6 11 4 4 - - 8
6 8 4 6 6 11 1 i
H ] 2 10 10 o 5 11
1 10 6 1 1 1V 7 13
J 11 12 - WW - - =
X 12 - - 17 v - -
T 17 13 12 12 Vi1 - 7
15
M 17 9 - - - - -
- - 8 -~ - - - -
- P - = - z - g
- - - - - - - 10
- - - - - - - 12
- - - - - - - 17
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SEROTIPIA:

A. Antisueros Polivalentes: Para la Serotipia, se utiliz6 el equipo comercial elabora-
do en el Instituto Pasteur (Francia); el cual consta de cuatro antisueros polivalentes
designados PMA, PMF, PMC, PME.

B. Antisueros Especificos: Cada polivalente a su vez consta de cuatro mono-
valentes designados numéricamente del 1 al 16 (Ver Tabla N° 2).

TABLA N°2

SUEROS AGLUTINANTES PARA LA AGRUPACION
DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Polivalentes Monovalentes
PMA Py Py Ps Pg
PMC Po  Prog P13z Pig
PME P, Ps Pys P
PMF Pr  ps Pyy Pia

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa en estudio fueron sembradas en agar
nutritivo ¢ incubadas a 37°C durante 16-24 horas. En una limina porta objeto se
realizb una suspensién bacteriana, obtenida de una pequefia porcién del crecimien-
to y una gota de cada polivalente, mezclando progresivamente con una asa de pla-
tino hasta obtener una mezcla fina y homogénea.

Una vez determinado el polivalente con el cual aglutinaba, se practicé nueva-
mente la prueba utilizando los antisueros tipo especificos.

El criterio de lectura positiva se indica con una reaccién de aglutinacién que
aparece en pocos minutos.

Las cepas que no aglutinaron con ninguno de los polivalentes o con ninguno
de los tipos especificos, fueron sembradas en agar nutritivo e incubadas durante
16-24 horas a 37° . Al crecimiento bacteriano obtenido se le agregé 2 ml. de agua
destilada estéril hasta obtener una suspensién la cual fue trasvasada a otro tubo,
autoclavado a 120°C durante 30 minutos, posteriormente esta suspensién asi
obtenida fue centrifugada a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos, descartandose el so-
brenadante y con el sedimento se procedid a realizar nuevamente la prueba de
aglutinacién con el mismo equipo de antisueros.
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RESULTADOS

El total de cepas de Pseudomonas aeruginosa tipiadas fue de 71, y como podemos
observar en el Cuadro N°1;el 29,57% de éstas procedian de esputo, siguiéndose en
orden de frecuencia exudado faringeo con el 23,94% y en un 19,72% de lavado
bronquial, apreciindose as{ mismo que las cepas aisladas de pus pleural correspon-
dieron a un 11,27% vy las muestras de secrecién traqueal, traqueostomia, nasal y
tejido pulmonar, correspondieron a menos de un 10% El 100% de las cepas resultd
tipiable, logrindose obtener el serotipo en un 98,58 % de las cepas probadas, directa-
mente del crecimiento, es decir, usando como antigeno células vivas y al resto
(1,42%) hubo necesidad de calentar las cepas para lograr su tipificacién.

CUADRON°1

DISTRIBUCION DE CEPAS DE Ps. AERUGINOSA EN DIFERENTES
ESPECIMENES DEL TRACTO RESPIRATORIO
MARACAIBO - 1980

Nimero
Tipo de Muestra de Cepas Aisladas %
Esputo 21 29,57
Exudado Faringeo 17 23,94
Lavado Bronquial 14 19,72
Pus Pleural 8 11,27
Sec. Traqueal 7 9,86
Sec. Traqueotomia 2 2,82
Sec. Nsaal 1 1,41
Tejido Pulmonat 1 ‘ 1,41
TOTAL 71 160%

El Cuadro N° 2 expresa la frecuencia de los diferentes serotipos una vez
logrado el tipiaje de todas las cepas, ya sea usando como antigeno células vivas o
cuando se calentaron las problemiticas en un comienzo. El 30,98% de las cepas
correspondieron al serotipo 11 siguiéndole en orden decreciente el serotipo 10 con
un 18,31%, los serotipos 4, 8, 6 y 16 se encontraron entre un 11,27% y 7,04%.
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CUADRO N°2

SEROTIPOS DE Ps. AERUGINOSA
ENCONTRADAS EN NUESTRO ESTUDIO
MARACAIBO - 1980

Serotipo No, %
11 22 30,98
10 13 18,31
4 8 11,27
8 A 7 9,86
16 5 7,04
6 5 7,04
5 4 5,63
13 2 2,82
12 2 12,82
9 1 1,41
3 1 1,41
1 1 1,41
7 0 9
2 0 0
14 0 0
15 0 0
TOTAL 71 100%

82




El resto de los serotipos se encontraron en un porcentaje menor de 5,63%, Tam-
bién se aprecia que de todas las cepas probadas ninguna pertenecieron a los seroti-
pos 7, 2,14 y 15,

En el Cuadro N° 3 se detalla la frecuencia de los diferentes serotipos encontra-
dos de acuerdo al tipo de muestras procedentes del tracto respiratorio, observan-
dose que de 21 cepas de muestras de esputo, 9 correspondieron al serotipo 11,
siguiéndole en orden de frecuencia los serotipos 6, 8, 4, 3, 5y 13 respectivamente.

CUADRO N° 3

FRECUENCIA DE LOS DIFERENTES SEROTIPOS DE Ps. AERUGINOSA
DE ACUERDO AL TIPO DE MUESTRA. MARACAIBO - 1980

TIPOS DE SERQTIPOS
MUESTRA T
1 } 2 3 4 5 & 7 8 2 10 i1 12 13 14 18 16 NA f:l

Esputo 1 2 H 4 3 ] 1 %
Esudado
Faringeo 1 3 2 1 4 4 2 17
Lavado !
Bronquisl b 3 k) 1 1 1 i4
Secrecion
Tragueal 1 3 2 1 7
Pus
Pleural 3 2 3 B
Sporecion
Traguentomia ! 1 1 2
[Sectocitn
Nasal i 1
Tejido
p&ﬁm 3 1
(m}‘AL ] - 1 8 a s - ? 1 13 w2 z z - - 5 - k!

En exudado faringeo los serotipos 10 y 11 se encontraron en mayor propor-
cibén. Otros serotipos presentes con menos frecuencia en este tipo de muestra corres-
pondieron al 4, 5, 16, 1 y 6 respectivamente.

El serotipo 10 fue el mas com@in en muestras de lavado bronquial. También
se encontrd otras cepas pertenecientes a los serotipos 8, 9, 11, 13,y 16,

En muestras de secrecidén traqueal, los serotipos encontrados fueron el 11,
12, 16 vy 5 y en pus pleural el serotipo 4, 8 y 11.

De las dos cepas de secrecién de traqueostomia, una correspondié al serotipo
8 y la otra al serotipo 11.

En muestras de secrecién nasal se encontrd una cepa correspondiente al sero-
tipo II, observandose que la cepa de tejido pulmonar (material de autopsia) corres-
pondid al serotipo 16.

DISCUSION
La serotipia de Ps. aeruginosa es una técnica utilizada para trazar infecciones cau-
sadas por esta bacteria. En nuestro estudio nos dirigimos a tipiar 71 cepas de este

germen aisladas de muestras del tracto respiratorio superior e inferior.
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La totalidad de las cepas estudiadas fueron tipiables, lo que difiere de los ha-
llazgos encontrados por diversos autores en nuestro medio, quienes utilizaron la
misma metodologia (33) y de los encontrados por otros (34), quienes utilizaron
la técnica de Homma, obteniendo un 16,88% (33), y un 14,94% respectivamen-
te de cepas no tipiables. En ambos casos la diferencia podria deberse al tipo de
muestra de donde se obtuvo las cepas estudiadas por esos autores, ya que Hernan-
dez y cols. (33) estudiaron Gnicamente cepas obtenidas de muestras procedentes
del tracto urinario y Villalobos y cols. (34), estudiaron cepas obtenidas de diver-
sas muestras clinicas.

Haciendo un anilisis de los serotipos que predominaron en nuestro estudio
vemos que el serotipo 11 (HOMMADS) fue el mas frecuentemente encontrado y en
segundo lugar el serotipo 10(HOMMA 9}, lo cual coincide con los hallazgos de Vi-
Halobos y cols. (34), en las muestras provenientes de muestras clinicas del tracto
respiratorio por ellos estudiadas. Otros serotipos encontrados en nuestro estudio
tales como: Serotipo 4 (HOMMA 6) v 8 (HOMMA 3), también fueron observados
por ellos {34) pero en menos frecuencia, por el contrario, estos autores encontra-

ron mayor incidencia de serotipos tales como el 1 (HOMMA 10}, 12 (HOMMA 14).

También es de notar que nosotros encontramos serotipos como el 6 (HOMMA
8) y 5 (HOMMA 13), los cuales no fueron reportados por los autores antes mencio-
nados (34).

Serotipos como el 16 y 13 de HABS que fueron encontrados en nuestro estu-
dio, no pudimos hacer la respectiva correspondencia al esquema de HOMMA, pues-
to que ésta alin no aparece en la literatura para dichos serotipos.

Nuestros resultados difieren con los obtenidos por Yoshioka y cols, {35},
quienes usando la técnica de HOMMA en cepas procedentes de diferentes mues-
tras clinicas encontraron 82,1% de cepas tipiables y coinciden en la observacién
del serotipo 11 (HOMMA 5) como el prevalente, en segundo lugar el 6 (HOMMA 8),
el cual en nuestro estudio ocupé el quinto lugar y el 10 (HOMMA 9) el tercer lugar,
el cual fue encontrado por nosotros como el segundo en prevalencia

Young y cols. (31) y Moody y cols. (36), empleando la técnica de Fisher,
no encontraron cepas no tipiables cuando la cepa era procedente de triquea, es-
puto, nariz, aspiracién nasal y con un porcentaje del 4,2% de cepas no tipiables
cuando procedian de boca y encias. El serotipo predominante en su estudio fue el
6 (HOMMA 8, Fisher 1) en un segundo lugar el 2 (HOMMA 2, Fisher 3), cuando la
cepa procedfa de triquea y esputo y en cepas encontradas en nariz y aspiracién
nasal el mayormente encontrado fue el serotipo 2 (Fisher 3, HOMMA 2} y en se-
gundo lugar el 7-8 (Fisher 6, HOMMA 3), en nuestro estudio ninguno de los men-
cionados se encontré en tales proporciones y solo el 8 (Fisher 6, HOMMO 3) fue
encontrado en nuestro estudio en cuarto lugar.
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Compartimos con el Comité de Serotipia de la Sociedad Japonesa de Ps. ae-
ruginosa (37), que la serotipia usando bacterias vivas es uno de los métodos més sa-
tisfactorios para uso de rutina, ya que es un mérodo simple y facil, y el porcentaje
de tipiabilidad es alto.

Con nuestro estudio hemos querido hacer un aporte mas en lo que se refiere
a epidemiologia y marcadores de brotes infecciosos, causados por Ps. aeruginosa
sobre todo a aquellos de origen nosocomiales en servicios como Unidad de Terapia
Intensiva, Cirugia, etc.
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