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INITRODUCCION

Hoy dfa los grandes avances médico-quirtirgicos en los procedirmientos
de diagndstico v terapéuticos, los cuales han hecho posible prolongar la
vida de pacientes condenados en el pasado a una muerte inevitable, han in-
crementado en forma significativa el numero de individuos altamente sus-
ceptibles a los procesos infecciosos, hasta el punto que se considera que en
gran parte, las infecciones causadas por los microorganismos considerados
como ‘‘oportunistas’’, ,son consecuencia o enfermedades del progreso
meédico (1.2).

El advenimiento y disponibilidad para su uso en clinica de los anti-
microbianos a partir de la década del 40, significé un profundo cambio en
el patrén de los microorganismos responsables de los procesos infecciosos
intrahospitalarios representados primordialmente por los cocos Gram
positivos Stanphylococcus— Streptococcus) en la era pre-antibidtica, a la
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presencia y. resurgimiento de los bacilos Gram negativos, los cuales cons-
tituyen hoy'en dfa la causa de aproximadamente dos tercios de todas las in-
fecciones que se presentan en pacientes hospitalizados. (2,3).

Pseudomonas aeruginosa, germén saprofito, ampliamente dxstnbmdo
en la naturaleza especialmente en sitios himedos, el cual exhibe genoti-
picamente resistencia a la mayoria de los desinfectantes, antisépticos y an-
timicrobianos de uso frecuente en clinica, ha llegado a ocupar un lugar
privilegiado dentro de estos bacilos Gram negativos involucrados en la
mayoria de los cuadros infecciosos intrahospitalarios. (1, 3, 4).

A pesar de la disponibilidad de las Polimixinas B y E para el trata-
miento de los cuadros infecciosos producidos por Pseudomonas seruginosa
en la década del 50, el gran avance en su quimioterapia lo viene a cons-
tituir la introduccién de la Gentamicina en el afio de 1963, aislada del Mi-
cromonospora purpurea (3). No obstante la frecuencia e importancia de los
cuadros infecciosos producidos por Pseudomonas aeruginoss se han in-
crementado y agravado por el hecho de la aparicién y desarrollo de resis-
tencia bacteriana que cada dia se incrementa, (6-8) influida por el uso in-
discriminado de los antimicrobianos, quizés en base al exceso de confianza
depositado en los mismos, conduciendo a un olvido de las nociones mds
elementales de las técnicas de asepsia y antisepsia.

‘La resistencia bacteriana exhibida por Pseudomonas aeruginosa a la
Gentamicina, unido a la problemdtica que representa su oto y nefroto-
xicidad la cual oscila segun Jackson y Arcieri (9-10) entre un 2 y 3% para
la ototoxicidad, significaron la necesidad de aislar nuevos productos an-
timicrobianos o modificar los ya disponibles en el arsenal terapéutico para
su tratamiento,

Modificaciones estructurales del anillo beta lactamico de las penici-
linas hicieron posible la disponibilidad de la Carbenicilina (11} y la Ticar-
clina, (12-13) las cuales se caracterizan por presentar una marcada ac-
tividad bactericida contra Pscudomonas acruginosa y en combinacién a los
aminoglicésidos representan hoy en dia un arma poderosa para €} trata-
miento de los cuadros infecciosos severos producidos por las Enterobac-
terias y Pscudomonas acruginosa. (13)

Tomando como punto de partida el aislamiento de la Gentamicina en
el afio de 1963 por Weintein y col, (5) la industria farmacéutica ha puesto
al servicio del médico varios aminoglicdsidos entre los cuales merecen des-
tacar por su reconocida efectividad a la Tobramicina aislada del S¢repromy-
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ces tenebranios (14), la Sisomina aislada del Micromonospora inyoensis
(15) y su derivado la Netilmicina o N-ethyl-sisomicina (16) y la Ami-
kacina derivada de un aminoglicdsido la Kanamicina. A. (17) Todos se
caracterizan por una marcada actividad bactericida contra Pseudomonds
acruginosa y variaciones no muy significativas en relacién a la oto y ne-
frotoxicidad de la Gentamicina. (9-10)

En el presente estudio nos proponemos determinar la concentracién
inhibitoria minima (CIM) de cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de
muestras de material clinico a cuatro agentes antimicrobidno de uso fre-
cuente en clinica y disponibles en nuestro medio, para el tratamiento de los
cuadros infecciosos producidos por Pseudomonas aeruginosa.

MATERIALES Y METODOS:

Se estudian 100 cepas de Pseudomom aeruginosa procesadas y ais-
ladas en diferentes hospitales de la ciudad de Maracaibo.

Las cepas fueron sembradas en el medio de Mac Conkey, con el objeto
de verificar su estado de pureza; posteriormente a partir de una colonia
aislada, se procedié a practicar un repique a medio de T.S.1., el cual fue in-
cubado durante 24 horas a 35° C.

Si el T.S.I. presentaba cambios compatibles con los de Pseudomonas
acruginosa, la cepa fue sometida a su identificacién bioqufmica utilizando
los siguientes pardmetros: Prueba de la oxidasa segin el método de Kovacs
(18), motilidad mediante visualizacién microscopica entre ldmina y la-
minilla; produccién de pigmentacién utilizando los medios de Pseudo-
monas agar F y Pseudomonas agar P (19); investigacién de la via de
ataque de los carbohidratos utilizando el medio de OF-glucosa segun la
técnica de Hugh y Leifson (20) y las reacciones en el medio de Sellers (21).

Las cepas caracterizadas como Pseudomonas aeruginosa fueron so-
metidas posteriormente a la pyocinotipia empleando la técnica descrita por
Gillies y Govan (21) con una ligera variante: al utilizar agar sangre hu-
mana en lugar de sangre de caballo.

Cepas indicadoras

Las cepas utilizadas como indicadoras en la pyocinotipia consisten en
un set de ocho cepas de Pseudomonas acruginosa denotadas con los
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nameros del 1 al 8, obtenidas de las cepas utilizadas por Gillies y Govan
(22) en sus trabajos.

Técnica de la pyocinotipia:

La cepa de Pseudomonas aeruginosa a ser tipiada es sembrada dia-
metralmente a lo largo de la superficie de una placa de agar cerebro co-
razén al cual se le aflade sangre humana a la concentracién del 6%. El
inéculo utilizado es aproximadamente 4.2. x 10° bacterias, del microor-
ganismo cultivado en caldo cerebro corazén (B.B.L.). La placa es luego in-
cubada a 32°C durante 14-18 horas. El crecimiento macroscépico es
removido con una ldmina porta-objetos y el remanente del crecimiento es
destruido afiadiendo de 3-5 ml de CHCL3 en la tapa de la placa de Petri; la
cual es inmediatamente ensamblada con la otra porcién de la placa que
contiene el crecimiento bacteriano. Al cabo de 15 minutos el CHCL3 es
decantado y la placa se expone al aire por unos minutos para facilitar la
evaporacion de las trazas de vapores de CHCL3.

Cultivos de las cepas indicadoras creciendo en caldo cerebro corazén
incubadas por 4-6 horas a 37°C y conteniendo un inéculo de aproxima-
damente 1 x107 xa 1x10® son sembrados formando angulos rectos con
las lineas del inéculo original: 5 cepas son sembradas del lado izquierdn de
la linea y las otras 3 cepas del lado derecho. La placa es incubada a 37° C
durante 8-18 horas.

Si el inéculo original produce alguna pyocina, esta difunde en el
medio durante el primer periodo de incubacién, ejerciendo luego su accién
inhibitoria sobre las cepas indicadoras, durante el segundo periodo. Las
cepas son clasificadas de acuerdo al patrén de inhibicién de las cepas in-
dicadoras, utilizando la Tabla N© 1 en la cual aparecen los 37 diferentes
tipos de Pyocina de Pseudomonas aeruginosa reconocidos hasta el presente.

Concentracion inhibitoria minima :

Se determina la concentracién inhibitoria minima de las cepas de
Pecudomonas acruginosa para la Gentamicina, Tobramicina, Carbenicilina
y Colimicina utilizando la técnica que a continuacion se especifica:

Las cepas en estudio son inoculadas en el Medio de Mac Conkey e in-
cubadas por 24 horas a 37° C. El indculo es preparado tomando tres co-
lonias separadas del medio de Mac Conkey y se inoculan en un caldo
cerebro corazén el cual es incubado a 37° por 18-24 horas. Al cabo de este
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tiempo, el inéculo se ajusta hasta contener 10® bacterias por mililitro,
mediante comparacién con el Standard de McFarland (0.5 ml de Cloruro
de Bario 0.048 M afiadido a 99.5 ml. de 4cido sulfirico 0.35 N.) mediante
el uso de un asa calibrada que dispensa 0.01 ml, el microorganismo es
inoculado en placas de Mueller-Hinton agar conteniendo concentraciones
decrecientes de los antimicrobianos en estudio a razén de 20, 10, 5, 2.5,
1.25, 0.62 y 0.31 microgramos por ml para la Gentamicina, Tobramicina y
la Colimicina. Para la determinacién de la concentracién inhibitoria
minima de las cepas de Pseudomonas aeruginosa a la Carbenicilina se
utilizan concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5y 6.25 microgramos
por ml. Se utiliza una placa del mismo medio sin la incorporacién del an-
timicrobiano como control. Las placas se incuban en un ambiente de ae-
robiosis a 37° C por 24 horas. Al cabo del periodo de incubacién se deter-
mina la concentracién inhibitoria minima como la concentracién mis baja
del antimicrobiano que inhibe el crecimiento del microorganismo.

RESULTADOS:

Se estudiaron un total de 100 cepas de Psewdomonas aeruginosa
aisladas de muestras de material clinico.

La Tabla N© 2 detalla los diferentes tipos de muestras de material
clinico a partir de las cuales se aislaron las cepas. El mayor porcentaje de
las cepas estudiadas fue obtenido de las muestras de esputo y-lavado bron-
quial lo cual representa el 35%.

En la tabla N© 3 se observan los resultados obtenidos de la Pyoci-
notipia de las cepas de Pseudomonas aeruginosa estudiadas, donde fue
posible aislar 9 pyocinotipos diferentes, resultando los pyocinotipos 1
(45%) 10 (30%) 3 (16%) los encontrados con mayor frecuencia. En tres
del total de cepas estudiadas lo cual representa un 3% no fue posible su
pyocinotipia.

Se determiné la concentracién inhibitoria minima (CIM) de las 100
cepas de Pseudomonas aeruginosa para la Gentamicina, Tobramicina,
Colimicina y la Carbenicilifia. En relacidn a la Tobramicina, el 95% de las
cepas investigadas fueron inhibidas por una concentracién de 5 mcg/ml o
menos v en solo 3 cepas lo cual representa el 3% concentraciones de 20
mcg/ml fueron necesarios para inhibir su crecimiento. Los resultados del
estudio de la concentracidén inhibitoria minima para la Tobramicina
aparecen detallados en la Tabla N© 4.
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TABLA No, 1
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TABLA No. 2
TIPOS DE MUESTRAS DE DONDE SE AISLARON LAS CEPAS

ESPUTO -2
LAVADO BRONQUIAL 14
HECES 13
EXUDADO FARINGEO 12
ORINA 11
PUS PLEURAL

SECRECION NASAL

SECRECION OTICA

SECRECION PERITONEAL
SECRECION HERIDAS
SECRECION DE CARA
SECRECION SANGRE
SECRECION OCULAR
SECRECION MALEOLAR
SECRECION PULMONAR
SECRECION QUEMADURA
SECRECION FLEGMON GENITAL
SECRECION ULCERA PIE
SECRECION URETRAL
SECRECION PLEURAL ;
SECRECION TUBO DRENAJE
SECRECION TRAQUEOTOMIA
PUS DRENAJE

ULCERA VARICOSA

- s DB BB e Lo (W

- - — ) -

TOTAL : 100
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TABLA No. 3
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

PYOCINOTIPOS No. CEPAS
PYOCYNOTIPO -1 45
PYOCINOTIPO - 10 30
PYOCINOTIPO - 3 16
PYOCINOTIPO - 4 1
PYOCINOTIPO - 6 1
PYOCINOTIPO - 17 1
PYOCINOTIPO - 18 1
PYOCINOTIPO - 22 1
PYOCINOTIPO - 30 1
NO TIPIABLES 3
TOTAL 100
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TABLA No. 5
GENTAMICINA
CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (MCG/ML)

CIM 1.2 2.5 5 10 20 TOTAL

No. CEPAS 5 22 52 15 6 100

79 % CEPAS CON CIM IGUAL O INFERIOR A 5 MCG/ml

58



VNIDINITTOD °P 1N 00521 = DOW i

“TW/ODW S V HOTETANI O TVNDI WID NOD SVagD %68

001 14 11 144 §S 9

SV "ON

TVLIOL 0¢ 01 g ST (28"

WID

("TN/D0W) VWINIW VIHO.LIGIHNI NOIDVIINIONOD
VNIDIWITOD

9 "ON VTdV.L

—59_.



TW/OOW 08 V HOIIEANI O TVNOL WID NOD SVJFD%1L

001 6 0c 1 X4 LE IT SVd4HdD 'ON

IVIOL 002 001 0% T4 9¢1 WID

(TW/O0W) VIWINIW VIHO.LIMIHNI NODVYLNIDNOD
YNUIIDINTIIVD
L ON VIdVL



En relacién al otro aminoglicésido investigado, la Gentamicina, el es-
tudio de los resultados los cuales aparecen detallados en la Tabla N© 5 nos
permiten observar que el 79% de las cepas investigadas necesitaron de una
concentracion de 5 mcg/ml o menos para su inhibicién y en el resto (15%)
fue necesario concentraciones superiores a los 5 mcg/ml.

El estudio de la concentracién inhibitoria minima (CIM) de las cepas
de Pscudomonas acruginosa para la Colimicina aparecen detallados en la
Tabla N© 6. El 85% de las mismas fueron inhibidas por una concentracién
de 5 mcg/ml o menos de Colimicina.

En relacién a la Carbenicilina el 71% de las cepas investigadas fueron
inhibidas por una concentracién de 50 mcg/ml o menos y en un total de
29 cepas concentraciones superiores a 50 mcg/ml fueron necesarios para
sut inhibicion. Los resultados del estudio de la concentracién minima para
la Carbenicilina aparecen detallados en la Tabla N© 7.

DISCUSION

El andlisis de los resultados obtenidos en el presente estudio, en re-
lacién 2 la frecuencia de pyocinotipos de Pseudomonas aeruginosa, nos
permite observar que en nuestro estudio el pyocinotipo-1 es el mds fre-
cuente lo cual concuerda con lo reportado en trabajos realizados en nuestro
medio por Villalobos y.col. (23).

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de muestras de material
clinico se caracterizan generalmente por comportarse resistentes a un
namero elevado de antimicrobianos de uso frecuente en clinica, mostrando
un patrén de susceptibilidad a varios aminoglicésidos de los cuales merecen
destacarse la Gentamicina, (5) Tobramicina, (14) Sisomicina (15)
Anmmikacina (17) y la Metilmicina (16). Igualmente el grupo de Polimixinas
B v E al igual que dos derivados de la Penicilina, la Carbenicilina y Ticar-
cilina han mostrado in vitro e in vivo su efectividad contra este microor-
ganismo (1, 11 - 13). Sin embargo, el uso y abuso de estos antimicro-
bianos en referencia, utilizados en ocasiones para el tratamiento de cuadros
infecciosos, a bacterias Gram negativas por lo general o bien como pro-

Tacticos, han ocasionado que cada dia se aislan con mayor frecuencia
‘pas de Pseudomonas aeruginosa, las cuales muestran una marcada resis-
«cia ‘mediada por factores R, la cual es compartida por varios de los
ainoglicésidos y los derivados penicilinicos, (6, 7, 24, 25).
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En base a los resultados de nuestro estudio, donde se determina
mediante dilucion seriada en agar la concentracién inhibitoria minima de
100 cepas de Pscudomonas aeruginosa, la Tobramicina aparece como el
antimicrobiano de mayor efectividad. En efecto, el 95% de las cepas inves-
tigadas resultaron inhibidas por una concentracién de 5 meg/ml o menos,
concentracion que resulta por debajo de los niveles séricos obtenidos
luego de la administracién del antimicrobiano en sus dosis habituales de 1
a 1.5 mg/Kg,/peso. (14).

En relacién a la Gentamicina, antibiotico de uso mas generalizado y
disponible desde hace varios afios en nuestro medio, el 79% de las cepas
estudiadas fueron inhibidas por concentraciones de 5 mcg/ml. o menos,
necesitando las restantes (21%) concentraciones de 10 meg/ml o mds para
su completa inhibicién, niveles considerados muy cercanos a los descritos
como presentes en los cuadros de nefro y ototoxicidad para la Gentamicina.

9)-

Si bien es cierto que varios investigadores han demostrado que la
determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de cepas de
Pscudomonas acruginosa a varios aminoglicdsidos es afectada significa-
tivamente por la proporcidén de cationes divalentes de Magnesio y Calcio y
que en el presente estudio los mismos no fueron determinados, la escogen-
cia del método utilizado, dilucidn seriada en agar donde las proporciones de
los cationes de Mg y Ca se asemejan a los presentes en suero humano,
garantizan en parte los resultados obtenidos. (26-28)

En relacién a la Colimicina la cual en el pasado previo-a la introduc-
ci6n de la Gentamicina en 1963, era muy utilizada en el tratamiento de los
cuadros infecciosos debidos a bacterias Gram negativas y particularmente a
Pscudomaonas acruginosa (1) en la actualidad su utilizacion esta limitada a
cuadros infecciosos intestinales o de uso dermatoldgico. Sin embargo su
sinergismo comprobado con las sulfonamidas quizés le reserven un sitio en
el arsenal terapéutico para el tratamiento de cuadros infecciosos debidos a
Peraudomanas a-ruginosa, Proteus y Serratia marces cons (1),

En el presente estudio, el 85% de las cepas de Pseudomonas aeru-
ginosa resultaron inhibidas por una concentracién de 5 mcg/ml o menos de
Colimicina, niveles facilmente obtenibles luego de la administracién del
antimiocrobiano en dosis de 1.000.000 de Unidades. (1)

La Carhenicilina resulté en nuestro estudio, el antibidtico de menor
ctectividad in vitro contra las cepas de o adnmonas acruginosa investi-
gadas, ¢l 1% de las mismas fueron inhibidas por concentraciones de 50
meg/mi o menos, El uso en clinica de la Carbenicilina debido a la répida
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aparicion de resistencia luego de su utilizacién; asi como su alto costo y via
de administracion han limitado la misma al tratamiento de cuadros infec-
ciosos graves donde acttian en franco sinergismo con los aminoglicésidos
(29). Si bien en el presente estudio se demuestra que las cepas de Pseu-
domonas acruginosa en nuestra localidad muestran una sensibilidad va-
riable a estos 4 antimicrobianos disponibles para el tratamiento de los
cuadros infecciosos producidos por esta bacteria, el hecho de contar con
estas armas poderosas ha llevado al médico a depositar una confianza
exagerada en los mismos, olvidando conceptos fundamentales para su
prevencién y conduciendonos a la problematica actual donde cada dia
aparecen microorganismos dotados de resistencia a la mayoria de los an-
timicrobianos disponibles.

RESUMEN

Se estudian 100 cepas de Psewdomonas aeruginosa procedentes de
muestras de material clinico las cuales se clasifican mediante la pyoci-
notipia siguiendo la técnica de Gillies y Govan.

La gran mayorfa de las cepas corresponden al pyocinotipo 1 (45%)
siguiéndole en orden de frecuencia los pyocinotipos 10 (30%) y 3 (15%).

En tres del total de cepas estudiadas lo cual representa el 3% no fue
posible su clasificacién por determinacién de pyocinas.

Se determina la concentracién inhibitoria minima mediante la técnica
de dilucién seriada en placas de agar de las 100 cepas de Pscudomonas
acruginose para la Gentamicina, Tobramicina,;Colimicina y la Carbenici-
lina. Concentraciones de 5 mcg./m! de Tobramicina, Gentamicina Co-
limicina resultaron inhibitoria para el 95%, 79% y 85% de las cepas res-
pectivamente. La Carbenicilina a una concentracién de 50 mcg/ml inhibié
el crecimiento del 7.1% de las cepas investigadas.
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