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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS:

TSI Triple Azdcar Hierro;
Agar F Agar Fluoresceina;
Agar P Agar Pyocianina;
CHCl134 Cloroformo;

ml. mililitro;

PBS Amortiguador Fosfato Salino;
NaNg Azidade Sodio;

rpm, revoluciones por minuto;
nm. handémetro;

mm, milimetro;

NT No Tipiables;

cols. colaboradores.

INTRODUCCION:

El empleo sistematico de procedimientos y técnicas que per-
miten subclasificar las cepas de Pseudomonas aeruginosa, ha
permitido adquirir conocimientos bastante precisos sobre el
origen de las infecciones ocasionadas por esta bacteria Y sobre
todo en la manera de diseminarse en el medio hospitalariols2.

Entre estos procedimientos contamos actualmente con la
pyocinotipia, la lisotipia y la serotipia, los cuales constituyen los
llamados marcadores epidemioldgicos2™23,

El valor de la pyocinotipia parece estar bien establecido en el
estudio de infecciones nosocomiales, sobre todo después de poder
en la actualidad subclasificar al pyocinotipo-1 de Gillies y Go-

vanS, el mas frecuentemente encontrado en la mayoria de los es-
tudios2-10,12,13,17,19-23

La lisotipia es otro tipo de marcador epidemiol6gico también
reconocido como un medio bastante efectivo de diferenciacisn, a
menudo hasta un grado no posible con los otros procedimientos,
sin dejar de reconocer los inconvenientes que representa el man-
tenimiento de una coleccién de fagos y la inestabilidad de los
patrones de lisis, trayendo esto Ultimo como consecuencia dificul-
tades en la interpretacién de los resultados 8,24
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Por su parte la serotipia tiene también sus inconvenientes,
ya que aparte de la necesidad de preparacién de los antisueros,
esta el hecho de que el nimero de serotipos existentes es insu-
ficiente para la precisién que se requiere en este tipo de estudio
epidemiolégic02:8.

Del analisis de las ventajas y desventajas que presentan es-
tos marcadores epidemiolégicos, se desprende que el primero de
dichos procedimientos resulta el mas simple y accesible a nues-
tros laboratorios de Bacteriologia; sin embargo, en algunas si-
tuaciones puede proporcionar resultados erréneos, teniendo que
recurrir a otros marcadores més estables a objeto de determinar
si los cambios de pyocinotipo fueron el resultado de una infeccion
con una cepa diferente, o si fue debido a un cambio en la produc-
ci6n de pyocina por la cepa original®:29.

Uno de los marcadores a los cuales se recurre para dilucidar
estos casos lo constituye la serotipia, la cual combinada a la
pyocinotipia y/o la lisotipia proporciona uno de los mejores
procedimientos para la diferenciacion de cepas epidémicas26.27,

Existen varios esquemas para la serotipia de Pseudomonas
aeruginosa, basados en la clasificacién de las cepas de acuerdo a

los antigenos somaticos “O"”, los cuales son mostrados en el
Cuadro N°© 128-32

El propésito del presente trabajo es el conocer cuales son los
serotipos mas frecuentes de cepas de Pseudomonas aeruginosa,
aisladas a partir de diferentes muestras clinicas en el Hospital
Universitario de Maracaibo, siguiendo la técnica y el esquema de
Homma32,

MATERIALES Y METODOS:

Cepas de Psendomonas aeruginosa a las cuales se les practicéd
serotipia:
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El material esta representado por 87 cepas de Pseudomonas
aeruginosa aisladas en su totalidad a partir de diversas muestras
procesadas en el laboratorio de Bacteriologia del Hospital
Universitario de Maracaibo.

1.- Identificacién de las cepas:

Las cepas aisladas fueron sembradas en el medio de Mac Con-
key a objeto de verificar su estado de pureza. A partir de
colonias aisladas se practicd un repique en un tubo contenien-
do el medio TSI incubéndolo a 35-37°C durante 18-24 horas.
Si las reacciones en este medio correpondian a las de este
microorganismo, se sometia la cepa a la identificacién bio-
quimica utilizando los siguientes pardmetros:

Prueba de la oxidasa segin el método de Kovacs33; motilidad
al microscopio entre l4mina y laminilla34; produccién de pig-
mentos, sembrandola en tubos, los cuales contienen los medios
Pseudomonas Agar F (Difco) y Pseudomonas Agar P (Dif-
¢0)35; investigacién de la via de ataque de los carbohidratos,
utilizando el medio OF-glucosa, segiin la técnica de Hugh y
Leifson36 y las reacciones en el medio de Sellers37.

l.as cepas caracterizadas de acuerdo a la sistemaética anterior
como Pseudomonas aeruginosa, fueron escogidas para la
preparacion del aglutindgeno utilizado en la serotipia.

2.- Serotipia:
Z2a.: Materiales Utilizados:

El equipo comercial utilizado para la serotipia, obtenido por
cortesia del Dr. J. Yuzuru Homma, del Departamento de
Bacteriologia del Instituto de Ciencias Médicas de la
Universidad de Tokyo-Japon, consta de 15 antisueros tipo
especificos contenidos en viales, en vollimenes de 2.5 ml.
‘con titulos de aglutininas (un reciproco de la dilucién) de 40
ml.

Antes de proceder a la serotipia, a cada vial son agregados
7.5. ml. de una solucién de PBS-Glycina pH 7.2 conteniendo
0.1% de NaNg, alcanzando titulos de aglutininas de 1/10.
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2b.: Preparacion del aglutinégeno:

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa en estudio fueron
sembradas en agar nutritive e incubados a 37°C durante la
noche; posteriormente el crecimiento bacteriano fue recogido
en amortiguador fosfato salino PH: 7.2 y calentado a 120°C
durante 120 minutos. Luego las células lavadas con PBS
fueron utilizadas como aglutindgeno. La suspensién bac-
teriana fué centrifugada a 3000 rpm. por 20 minutos y las
células resuspendidas en PBS conteniendo NaNg al 0.1%
ajustandola a una concentracién de 1.0 de densidad 6ptica
{aproximadamente) a una longitud de 666 nm en un espec-
tofotémetro con una cuveta de un diametro interno de 10
mm,

2c¢.: Prueba de aglutinacién:

En tubos serolégicos con un didmetro interior de 8 mm.
fueron colocados 0.2 ml. de cada uno de los 15 antisueros
tipo especificos y 0.05 ml. de la solucién de aglutinégeno.

Las mezclas fueron agitadas y luego incubadas a 37°C en
bafio de Maria, durante la noche después de lo cual se
procedi6 a practicar la lectura.

El criterio de lectura para las reacciones positivas fue el
siguiente: aquellos tubos donde se apreci6 un depésito de
precipitado denso y sobrenadante claro (++) y cuando el
sobrenadante era turbio { + ).

RESULTADOS:

Las 87 cepas de Pseudomonas aeruginosa de este estudio
provienen en su totalidad del Hospital Universitario de Mara-
caibo, apreciandose en el Cuadro N° 2 los tipos de muestra de
donde fueron aisladas.

El 49.51% de las cepas estudiadas fueron aisladas a partir de
orina, exudados faringeos, secrecién traqueal y secrecién de
heridas operatorias. El resto de ellas esta distribuido entre una
amplia variedad de muestras.
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Con la técnica empleada se logré el tipiaje del 85.06% de las
-cepas estudiadas y los 12 serotipos encontrados se muestran por
orden de frecuencia en el Cuadro N° 3.

El 33.78% de las cepas tipiables correspondieron al serotipo
T-5, siguiéndole en orden decreciente el serotipo T-10 con un
17.57% de frecuencia de aislamiento y los serotipos T8, T-9, T-6
y T-14, correspondiéndole a cada uno el 6.76%.

De los serotipos T1, T-7 y T-3 se aislaron 4 cepas de cada
une (5.40%) mientras que 2 cepas {2.71%) correspondieron al
serotipo T-2.

Solo se encontré una cepa correspondiente a los serotipos T-
4y T-13.

El Cuadro N° 4 permite apreciar la distribucion de los se-
rotipos de acuerdo al tipo de muestra. En cepas aisladas de orina
el serotipo T-10 fue el mds frecuentemente encontrado.

De los 4 serotipos T-1 encontrados en nuestro estudio 2
correspondieron a este tipo de muestra.

El serotipo T-5 fue el que con més frecuencia se encontrd en
cepas aisladas de exudado faringeo, observéndose asi mismo en 4
de las 6 cepas aisladas de secrecién de heridas operatorias y en
todas las obtenidas a partir de secrecién 6tica, mufién de am-
putacién, loquios, heces y secrecién nasal.

De los 4 serotipos T-7 encontrados, 2 correspondieron a
cepas aisladas de exudados faringeos,

Todos los 5 serotipos T-9 encontrados fueron de cepas ais-
ladas a partir de secrecion traqueal.

Los dos serotipos T-2 encontrados correspondieron a cepas
aisladas de secrecién vaginal y un absceso.

En la Onica cepa aislada a partir de sangre, asi como en las 2
correspondientes a muestras de secrecidn peritoneal no fue po-
sible lograr el tipiaje.

En los otros tipos de muestras el serotipo T-5 fue observado
frecuentemente.
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167

TIPO DE MUESTRA DE DONDE SE AISLARON LAS

CEPAS
MUESTRA NU%,%} ROlpoRCEN

CEPAs | TAJE
ORINA 17 19.54
EXUDADOSFARINGEOS 12 13.79
SECRECION TRAQUEAL 8 9.19
SECRECION HERIDA OPERATORIA 6 6.89
SECRECION OCULAR 3 3.45
SECRECION BRONQUIAL 3 3.45
SECRECION VAGINAL 3 3.45
SECRECION OSEA 3 3.45
SECRECION ULCERAS 3 3.45
SECRECION PERITONEAL 2 2.30
SECRECION OTICA 2 2.30
SECRECION HERIDAS 2 2.30
SECRECION MUNON AMPUTACION 2 2.30
LOQUIOS 2 2.30
SANGRE 1 1.15
HECES 1 1.15
SECRECION NASAL 1 1.15
SECRECION ESCARA SACRA 1 1.15
ABSCESO 1 1.15
CONTENIDO GASTRICO 1 1.15
CATETER URINARIO 1 1.15
OTRAS SECRECIONES 12 13.79
TOTAL 87 100.00
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CUADRO No. 3

SEROQTIPOS ENCONTRALDOS EN NUESTRG ESTUDIC

SEROTIPOS NUMERODE CEPAS PORCENTAJE
5 25 28.73
10 13 14.94
8 5 5.75
9 & 5.75
6 & 5775
14 5 5,75
1 4 4.60
7 4 4.80
3 4 4.60
2 2 2.79
4 1 315
13 i 115
NT 13 14.94
TOTAL | 87 100.00
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DISCUSION:

El porcentaje de cepas tipiables, asi como la prevalencia
del serotipo T-5 en nuestro estudio coinciden con los hallazgos
obtenidos por Yoshioka y cols.38 utilizando la misma metodo-
logia. Sin embargo, el niimero de serotipos diferentes encon-
trados por nosotros en las 74 cepas tipiables, es mayor al repor-
tado por ellos en 101 cepas, observando que no aparecen en dicho
estudio ni el serotipo T-10 que ocupa el segundo lugar en orden
de frecuencia en nuestras cepas estudiadas, asi como tampoco los
serotipos T-9, T-6, T-14, T-7 y T-2.

A diferencia de nuestros resultados, el serotipo que ocupa el
segundo lugar en los obtenidos por Yoshioka y cols.38 correspon-
den al T-8 (18.7%), siguiéndole en orden de frecuencia el T-3
(7.3%) y los T-1 y T-4 con un 5.7% cada uno.

Por su parte Moody y cols.ll utilizando la técnica de
aglutinacion en lamina y el esquema de Fisher3!, sélo obtienen
un 0.5% de cepas no tipiables, siendo el serotipo mds frecuen-
temente encontrado el 1 de Fisher 0 T—8 de Homma (25.2%),
siguiéndole en orden de frecuencia el 6 de Fisher o T-3 de Homma
{19.9%).

Con este estudio sélo nos proponemos establecer los sero-
tipos mas frecuentes de cepas de Pseudomonas aeroginosa ais-
ladas en el Hospital Universitario de Maracaibo. Con la adicion
futura de cepas provenientes de otras Instituciones, seré posible
determinar cuales son los serotipos mds frecuentes en nuestro
medio.

Compartimos con Young y Moody26 la opinién de que la
serotipia es un método especifico y reproducible y que combinado
con la pyocinotipia y/o la lisotipia, constituye el mejor proce-
dimiento para la diferenciacion de cepas epidémicas de Pseu-
domonas aeruginosa.

RESUMEN:

Serotipia de Pseudomonas aeruginosa en el Hospital Univer-
sitario de Maracaibo:
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Se practica la serotipia a 87 cepas de Pseudomonas aeru-
ginosa aisladas en el Hogpital Universitario de Maracaibo duran-
te el afio 1975, a partir de una amplia variedad de material
clinico.

Se siguié la técnica d'e aglutinacién de Homma, utilizando
un set de 15 antisueros estandar.

En el estudio se logré el tipiaje del 85.05% de las cepas. En-
tre ellas 12 serotipos diferentes fueron encontrados.

El serotipo més frecuentemente encontrado fue el T-5
(83.77%) siguiéndole en orden de frecuencia el T-10 (17.56%).

En cepas aisladas de orina el serotipo T-10 fue el mas fre-
cuentemente encontrado asi como también le correspondieron a
esta muestra, 2 de los 4 serotipos T-1 encontrados.

El serotipo que con més frecuencia se encontrd en exudados
faringeos, fue el serotipo T-5, asi como también le correspon-
dieron a esta muestra, 2 de los 4 serotipos T-7 encontrados.

Todas las 5 cepas correspondientes al serotipo T-9, fueron
aisladas a partir de muestras de secrecion traqueal.

En otros tipos de muestras, el serotipo T-5, fue también ob-
servado frecuentemente.

El porcentaje de cepas tipiables, asi como la prevalencia del
serotipo T-5 en nuestro medio, coinciden con los hallazgos ob-
tenidos por Yoshioka y cols., utilizando la misma metodologia, a
diferencia de Moody y cols. quienes utilizando la técnica de
aglutinacion en lamina y el esquema de Fisher sélo obtienen un
0.5% de cepas tipiables, siendo el serotipo més frecuente el 1 de
Fisher o T-8 de Homma.

La frecuencia de los otros serotipos encontrados en nuestro
estudio difiere de los reportados por Yoshioka y cols. y Moody y
cols.
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Contando en la actualidad en nuestro medio con este tipo de
marcador epidemiologico, podremos, combinindolo con la
pyocinotipia, aplicarlo en la clarificacion epidemiol6gica de brotes
infecciosos por Pseudomonas aeruginosa que se sucedan en nues-
tros hospitales.

SUMMARY:

The serotyping of Pseudomonas aeruginosa in the Hospital
Universitario de Maracaibo.

By means of the aglutination technique of Homma utilizing
one set of 15 standard antisera, serotyping was done on eighty
seven Pseudomonas aeruginosa strains isolated in the Hospital
Universitario de Maracaibo, from a wide variety of human sour-
ces.

The typing of 85.056% of strains was accomplished in this
study. Twelve different sero-types were found among them.

Sero-type T-5 was the most commonly found (33.77%),
followed by type T-10 (17.56%).

Sero-type T-5 was the most commonly found among the
urine-isolated strains. Two of the four type T-1 found, were from
urine specimens,

Sero-type T-5 was the most commonly found among the
strains isolated from throat cultures. Two of the four type T-5
was found frequently.

The rate of typable strains and the prevalence of type T-5 in
our study, agrees with findings obtained by Yoshioka et al
utilizing the same metodology, but is different to those of Moody
et al, who by the aglutination technique in lame found 0.5% of
typable strains, being the type-1 of Fischer or T-8 of Homma the
most commonly found.

The other sero-types found in our study are different of
those reported by Yoshioka et al and Moody et al.



173

Having actually in our area, this type of epidemiological-

marker, we will be able in combining it with the pyocin-typing, to
clearly define more precisely the epidemiology of hospital infec-
tions caused by Pseudomonas aeruginosa in our area.

1

2
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