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PIOCINOTIPIA DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

ESTUDIO EN UN UNIVERSO HOSPITALARIO

M. A. GUZMAN, P. DE FORERO

En el presente trabajo se estudiaron 108
cepas de Pseudomonas aisladas de un
universo hospitalario unico. Se encontré
que 105 pudieron identificarse como P.
aeruginosa, 2 como P. pseudomallei y 1
como P. alcaligenes. Las 105 cepas de P.
aeruginosa fueron piocinotipificadas, en-
contrandose que 70,5% del total perte-
necian al piocinotipo 1 y dentro de éste,
60,8% correspondian al subpiocinotipo
H. Igualmente se presenta una discusion
sobre el interés de este tipo de estudios.

INTRODUCCION

La infeccion hospitalaria constituye uno
de los graves problemas en la atencion
médica (1, 2). La posibilidad de establecer
un control adecuado tiene como uno de los
puntos de partida el conocimiento tan com-
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pleto como sea posible de las poblaciones
bacterianas del ambiente hospitalario y la
posibilidad de poder rastrear la fuente de
origen en un momento determinado (3).

La Pseudomonas aeruginosa es un
microorganismo que plantea serios pro-
blemas en los ambientes hospitalarios y
que, por lo tanto, justifica medidas de
vigilancia y control muy severos (4-9). El
conocimiento de su comportamiento bac-
teriolégico es de la mayor trascendencia
para cada uno de estos ambientes.

El presente trabajo se realizd6 con el
proposito de estudiar sobre un universo
restringido la presencia de Pseudomonas
aeruginosa como agente de infeccion in-
trahospitalaria, y si el microorganismo
aislado correspondia a un tipo constante o si
existia una variacion de tipos.

MATERIAL Y METODOS

Universo restringido. El universo selec-
cionado para el estudio fue el Hospital
Militar Central de la ciudad de Bogota.

Cepas para estudio. Las cepas para es-
tudio fueron las aisladas de casos clinicos
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con un cuadro definido en pacientes hos-
pitalizados en quienes la presencia de P.
aeruginosa complicd una situacion preexis-
tente.

Otras cepas. Igualmente se conside-
raron en estudio cepas aisladas de im-
plementos de uso hospitalario.

Medios de cultivo. Todos los medios de
cultivo usados fueron comercialmente ob-
tenidos y fueron los usualmente recomen-
dados para obtener una identificacion
bioquimica completa de P. aeruginosa (10).

Cepas indicadoras. Las cepas indica-
doras para la piocinotipificacion fueron
gentilmente facilitadas por los doctores Al-
fredo Villalobos y Auramarina de Roldan
de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela.

El conjunto de cepas tipificadoras es-
tuvo constituido por ocho, numeradas de 1
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a 8. El conjunto de cepas subtipificadoras
estuvo constituido por cinco cepas iden-
tificadas con las letras A, B, C, Dy E (11).

Se fijé como tiempo del estudio una
vigilancia horizontal durante un periodo de
un afio.

Las cepas fueron aisladas en el labo-
ratorio de bacteriologia del Hospital
Militar de muestras obtenidas de pacientes
hospitalizados con infeccion definida
desarrollada dentro del ambiente hospi-
talario. Cuando el aislamiento primario
sobre agar-sangre mostré un crecimiento
bacteriano presuntivo de P. aeruginosa, la
cepa se remitio al Instituto Nacional de
Salud con los datos pertinentes.

Toda cepa sospechosa de ser P. ae-
ruginosa, fue sembrada sobre medio de
MacConkey y después de una incubacion
de 18 horas, se estudid su crecimiento, as-

Tabla 1. Esquema de las diferentes pruebas en el estudio bioquimico de P. aeruginosa.
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pecto de la colonia y olor, para determinar
presencia de Pseudomonas.

Del cultivo anterior se selecciond una
colonia, la cual se resembro sobre agar
nutritivo en tubo inclinado y se incubd a
37°C. por 18 horas, tiempo después del
cual, comprobado un crecimiento ade-
cuado, se procedido a realizar siembras
sobre medios especiales para estudiar el
comportamiento bioquimico del microor-
ganismo, permitiendo hacer, sin duda, su
identificacion final como P. aeruginosa.
En la Tabla 1 se seflalan las pruebas
practicadas a cada una de las cepas.

Las cepas que por las pruebas bio-
quimicas se identificaron como P. aeru-
ginosa fueron sometidas a piocinotipifi-
cacion para determinar la distribucion de
tipos dentro de la poblacion en estudio.
Para ello se siguid la técnica de Gillies y
Govan (12), modificandola en el sentido de
hacer una suspension inicial de la cepa en 5
ml. de caldo estéril de cerebro-corazon,
dandole una turbidez aproximada de 2 en
la escala de McFarland (13).

Rgura 1. La fotografia muestra una de las cepas del estudio cultivada
sobre agar-sangre.

Esta suspension se incubo por 5 horas a
37°C., al término de las cuales se sembroé
con escobillon sobre agar-sangre humana
al 6% en caja de Petri, siguiendo el dia-
metro de ésta; el ancho de la siembra fue
aproximadamente de 1 cm., tal como
puede verse en la Figura 1.

Una vez sembrada la suspension, se in-
cubd a 37°C. por 18 horas, al término de
las cuales, comprobado un buen crecimien-
to, se removiod éste cuidadosamente con un
portaobjeto, como lo muestra la Figura 2.
Posteriormente, para eliminar los microor-
ganismos que quedaban de la maniobra an-
terior, se vertieron 10 ml. de cloroformo en
la tapa de la caja de Petri y sobre ésta se
colocod invertida la placa con la siembra
(Figura 3). Después de dejar en reposo por
10 a 15 minutos, se decanto el cloroformo y
para eliminar los ultimos vapores, se dejo
abierta la placa por unos 5 minutos. En es-
ta forma quedo lista la superficie del medio
para tipificacion (Figura 4).

Las 8 cepas tipificadoras se sembraron
en caldo de cerebro-corazén y se incu-

Sl

Figura 2. Manera de remover el cultivo de la cepa en estudio mediante
un portaobjeto.
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barén por 5 horas a 37°C. Cada una de és-
tas se resembrd en las placas tratadas con
los vapores de cloroformo, en sentido per-
pendicular al de la siembra inicial, tal como
se muestra en la Figura 5. Estos cultivos se
incubaron a 35°C. por 18 horas. Trans-
currido este tiempo se estudid su crecimien-
to o inhibicién y se anotaron cuidadosa-
mente los resultados, para compararlos

Figura 3. Manera de eliminar los restos del cultivo de la cepa de
Pseudomonas aeruginosa en estudio, mediante vapores de cloroformo.
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luego con la tabla patron (Tabla 2) y asi
determinar el tipo.

Las cepas que en el estudio anterior
fueron clasificadas como piocinotipo 1 se
subtipificaron siguiendo una técnica igual a
la anteriormente descrita, frente a las cepas
subtipificadoras A, B, C, DyE(Figura6).

Hgura 4. Superficie del medio listo para sembrar las cepas tipifi-
cadoras. Notese la piocina producida por la cepa en estudio, difundida
en el medio.

Fgura 5. En la grafica puede observarse el patron de crecimiento e
inhibicion de las 8 cepas tipificadoras, por la piocina producida por la
cepa en estudio. Notese la siembra alterna de las cepas tipificadoras.

Figura 6. Patron de inhibicion y crecimia
ficadoras del tipo 1. El patrén de la fotografia corresponde al sub-
piocinotipo G.

to de las cepas subtipi-
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Tabla 2. Mosaico de inhibicién para los 37 pic ipos de Pseudomonas aeruginosa y para los 8 subpiocinotipos posibles en aquellos, segiin patrones de
inhibicion.
Tabla 3. Distribucion de las cepas de Pseudomonas aisladas, segiin el RESULTADOS

origen de la muestra.

NUMERO DE CEPAS
Otras Pseudomonas

ORIGEN
DE LA MUESTRA

P. aeruginosa

Heridas 25

Secreciones internas (drenaje) 17

Quemaduras 15

10
7

1*
Orinas 1%
Hemocultivos

Secrecibn 6tica

Liquido cefalorraquideo
Secreciones rinofaringeas
Lesionesde piel
Secrecién ocular

1‘!

Esputo 1

Absceso cerebral 1

Totales 105

* P. pseudomallei
** P alcaligenes

El ntimero promedio de cepas aisladas
por mes fue de 8 a 10, sin encontrarse
relacion alguna en la frecuencia periodica
durante el tiempo total del estudio. Se
recibieron un total de 108 cepas cuya dis-
tribucién segin el origen de la muestra se
detalla en la Tabla 3. De ellas, 105 se iden-
tificaron como Pseudomonas aeruginosa
o sea el 97,22%; 2 fueron identificadas
como Pseudomonas pseudomallei para un
1,85% y una fue identificada como
Pseudomonas alcaligenes o sea el 0,92%.

Se encontr6 que las 105 cepas de P.
aeruginosa fueron tipificables, o sea el
100%. La distribucion de piocinotipos
mostré que el piocinotipo 1 tiene la mas al-
ta frecuencia encontrandose 74 cepas,
(70,5%), seguido por el tipo 10 con 14
cepas (13,3%) y en tercer lugar el tipo 3 con
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5 cepas (4,8%). Otros tipos presentaron
una frecuencia muy baja, que los hace
exoticos dentro del universo estudiado,
como puede analizarse en la Tabla 4. La
distribucion de piocinotipo en relacion al
origen de la cepa guarda la misma dis-
tribucion para los tres tipos mas frecuentes,
tal como puede verse en la Tabla 5.

La subpiocinotipificacion de las cepas
pertenecientes al piocinotipo 1 con las 5
cepas subtipificadoras, dio la distribucion

Tabla 4. Distribucion de las cepas de P. aeruginosa aisladas, segiin
piocinotipo. Valores absolutosy porcentuales.

PIOCINOTIPO NUMERO DE CEPAS %
1 74 70,5
10 14 13,3
3 S 4,8
6 4 3,8
5 3 2,9
3,3 1 1,0
3,2 1 1,0
3,1 1 1,0
9 1 1,0
2 1 1,0
TOTAL 105

Tabla 5. Distribucién de las cepas de P. aeruginosa aisladas, por
piocinotipo y segiin origen de la muestra.

ORIGEN DELA PIOCINOTIPO ’E‘otal
MUESTRA 1103 {65 [3332[31] 9| 2 |cep
Heridas 200413 111 29
Secreciones internas

(drenaje) 10( 6 1 17
Quemaduras 1212 1 15
Orinas 9 1 10
Hemocultivos 7 7
Secrecion otica 4 111 1 7
Liquido cefalorraquideo 4|1 1 6
Secreciones rinofaringeas | 2| 1|11 1] 6
Lesiones de piel 3 1 4
Secrecion ocular 1 1 2
I Esputo 1 1
Absceso cerebral 1 1
TOTALES 7414|543 1| 1]1|1[1]105
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que se muestra en la Tabla 6. Como se ob-
serva, 45 cepas (60,8%) pertenecen al sub-
tipo H, seguido de 10 cepas (13,5%) del
subtipo A y luego el subtipo D con 8 cepas
(10,8%). Otros subtipos muestran una
frecuencia muy baja. El subtipo G tiene la
frecuencia mas baja con el 2,7%. La dis-
tribucion de estos subtipos en relacion con
el origen de la cepa puede detallarse en la
Tabla 7. Puede observarse que las cepas
aisladas de quemaduras muestran una
variedad de subtipos en contraste con las
cepas de otro origen.

Tabla 6. Distribucion de las cepas de P. aeruginosa aisladas y per-

t 7 al piocinotipo 1, segiin el subpiocinotipo.

" SUBPIOCINOTIPO | NUMERO DE CEPAS %
H 45 60,8
A 10 13,5
D 8 10,8
C 6 8,1
B 3 4,0
G 2 2,7

TOTAL . 74

Tabla 7. Distribucién de las cepas de P. aeruginosa piocinotipo 1
aisladas, porsubpiocinotipo y segiin origen dela muestra.

SUBPIOCINOTIPO |TOTAL
ORIGENDELAMUESTRA DE

H|A|D |C|B|G|CEPAS
Heridas 131213111 20
Secreciones internas (drenaje) 612 1]1 10
Quemaduras S{1j1f2|1]2 12
Orinas 5121 1 9
Hemocultivos 5 11 7
Secrecion Gtica 21 1 4
Liquido cefalorraquideo 311 4
Secreciones rinofaringeas 2 2
Lesiones de piel 2 1 3
Secrecion ocular 1 i 1
Esputo 1 1
Absceso cerebral 1 1
TOTALES 45110 86|32 74
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DISCUSION

La Pseudomonas aeruginosa es un
microorganismo distribuido ampliamente
en la naturaleza, encontrandose inclusive
en flora intestinal normal en un cierto por-
centaje de huéspedes normales (10). Este
microorganismo tiene una patogenicidad
muy baja pero la capacidad de adquirir
resistencia a los antibidticos lo hace pa-
togeno oportunista de extrema peligro-
sidad, particularmente en el ambiente hos-
pitalario (14), en donde circula para en-
contrar terrenos excepcionalmente pro-
picios en pacientes debilitados, postquirar-
gicos, diabéticos, desnutridos, afectos de
entidades caquectizantes, inmunodepri-
midos, prematuros (15-17) en quienes com-
plica las situaciones preexistentes termi-
nando en multiples ocasiones en septice-
mias fatales (18). El conocimiento profun-
do de su microbiologia y de su circulacion
dentro de los ambientes hospitalarios es de
gran importancia para determinar conduc-
tas y medidas de control. Muchos sistemas
han sido estandarizados para tipificar este
microorganismo; se ha utilizado la tipi-
ficacion con fagos, con sueros, y la pio-
cinotipificacion. Este ultimo procedimien-
to, estandarizado por Gillis y Govan (12),
se basa en el hecho de que P. aeruginosa
produce un metabolito, la piocina, que al
difundirse en el medio puede inhibir el
crecimiento de cepas de P. aeruginosa que
asi pueden tomarse como cepas indicadoras
para establecer una amplia combinacion de
inhibiciones o no, dando 37 tipos hasta
ahora bien definidos. La mayoria de los es-
tudios muestra un franco predominio en
los ambientes del piocinotipo 1, el cual
puede subtipificarse con cepas subtipifi-
cadoras. Esto permite entonces estudiar la
poblacion de P. aeruginosa prevalente en
un ambiente determinado (19, 20). En el
presente estudio es claro que la circulacion
de P. aeruginosa constituye un problema
en el universo estudiado demostrandose
concluyentemente que el piocinotipo 1 esta
enclavado en dicho ambiente. Es curioso al
analizar la Tabla 5 encontrar que 7 he-
mocultivos mostraron el pioconitopo 1,
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subtipo H. Ello demuestra, bien sea que es-
tos hemocultivos correspondan o no a sep-
ticemias, una clara contaminacion del
medio ambiente indicando entre otras
cosas, alta densidad de la circulacion del
microorganismo en el universo del estudio.
Otra importancia de este tipo de estudio a
mas de conocer la realidad de la poblacion
microbiana dentro de los universos hos-
pitalarios particulares, puede ser el estudio
del comportamiento de esta poblacion
frente a los antibioticos, por ejemplo cabe
preguntar: ;son los miembros del tipo 1
subtipo H, homogéneamente sensibles o
resistentes a determinados antibidticos?
(Existe alguna correlacion de los tipos con
la virulencia? Estos estudios tendran que
ser realizados posteriormente. La pioci-
notipia es igualmente util en las investi-
gaciones de brotes epidémicos intrahos-
pitalarios en la bisqueda de la fuente de
contaminaciéon (3-20), y su consiguiente
control.

SUMMARY

108 strains of Pseudomonas isolated
from a single hospital were studied. It was
found that 105 strains were identified as
Pseudomonas aeruginosa, 2 as Pseudo-
monas pseudomallei and 1 as Pseudo-
monas alcaligenes.

105 strains of Pseudomonas aeruginosa
were suitable for typing by means of the
pyocinotype method. This study showed
that 70.5% of them belonged to type 1, and
60.8% from type 1 belonged to subtype H.
The paper also presents a broad discussion
on the importance of this type of studies in
hospital enviroments.
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