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RESUMEN

Se estudiaron 90 cepas de Pseudomonas aeruginosa, aisladas de pacientes pediatricos del Hospital “William Soler” con fibrosis
quistica e infecciones respiratorias en el periodo de febrero y agosto de 2001, como parte de un proyecto de investigacion
conjunto entre las 2 instituciones. Se realizo €l estudio de la susceptibilidad in vitro de cepas de Pseudomonas aeruginosa frente
a 10 drogas antimicrobianas. azlocilina, ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, gentamicina, tetracicling, ciprofloxacina, ofloxacina
cloranfenicol y trimetoprim/sulfamethoxazol, por el método de difusién con discos de Kirby-Bauer. Se utilizé la cepa de
referencia de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Los resultados de la investigacion demostraron que los valores de
susceptibilidad antimicrobiana estaban dentro de los limites aceptados. Se encontré una elevada resistencia frente a cloranfenicol
(87,03 %) y trimethoprim/sulfametoxazol (92,28 %) y una ata sensibilidad frente a la azlocilina (85,0 %), ceftazidima (87,09 %),
gentamicina (94,09 %), ciprofloxacina (94,8 %) y ofloxacina (92,5 %).
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quistica.

Pseudomonas aeruginosa es el patdgeno méas
importante dentro del género Pseudomonas,
teniendo en cuentalacantidad y tiposdeinfecciones
(invasivas y toxigenas) que produce, asi como la
morbilidad y mortalidad que ocasiona.*2

A partir de la década de los 60 se haincre-
mentado el interés médico por esta especie, al
convertirse en uno de los principales agentes
causantes de enfermedades adquiridas en el
ambito hospitalario, especialmente en pacien-
tes inmunocomprometidos. Otras especies de
Pseudomonas causan enfermedades pero con
menos frecuencia.?

Durante los ultimos 30 afios, Pseudomonas
aeruginosa se ha convertido en un patégeno
potencialmente importante en infecciones

adquiridasen el ambito hospitalario, en especia en
pacientes inmunocomprometidos, |eucopénicos,
quemadosy enlas unidades de cuidadosintensivos.!
Los antimicrobianos ejercen fuertes presiones
selectivas sobre las poblaciones bacterianas y
favorecen a aguellos microorganismos gue son
capaces de resistirlas.

Este microorganismo se plantea que ha
reemplazado a Staphylococcus aureus como el
principa patdgeno en pacientes con fibrosisquistica
(FQ)?

La FQ es una enfermedad hereditaria y
obstructivacronica, méasfrecuente enlos primeros
anos de la vida. Afecta esta enfermedad
principalmente a aparato respiratorioy digestivo,
en la cua una proteina anormal no permite el
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ingresoy salidanormalesdel cloruro, quejunto al
sodio forman la sal de ciertas células incluidas y
revisten los pulmones y el pancreas, por lo que
estas células producen una secrecion mucosa
espesa y pegajosa. La mucosidad obstruye los
pulmonesy causa problemas de respiracion.®

Por causa de |a alta tasa de mortalidad en los
pacientes con FQ, la elevada capacidad de
adaptaciéon de las cepas infectantes y su
caracteristica mucoide, se estudian su diversidad
y evolucion, su resistencia a agentes anti-
microbianos y la infeccion cruzada entre
pacientes.®

Laconvenienciade conocer lasensibilidad de
las cepas de Ps. aeruginosa, aisladas de pacientes
fibroquisticos se hace muy importante, paraevitar
el fallo terapéutico y el dafio potencial de la
diseminacion de estos microorganismos, que por
lo general presentan una elevada resistencia.®

Los mecanismos de resistencia de Ps. aeru-
ginosa son complejos, variados y no del todo
comprendidos. Algunos mecanismos son
codificados por el ADN cromosdmico, producido
por lamutacion genética. Otros son mediados por
plasmidos. Aln mas, algunas de estas moléculas
de ADN estan en transposones, segmentos
genéticos que pueden moverse entre |os
Cromosomas o entre cromosomas'y plasmidos.*

En la presente investigacion, sus autores se
propusieron estudiar lasensibilidad antimicrobiana
de 90 cepas de Ps. aeruginosa, aisladas de
pacientes pediétricos con FQ procedentes del
Hospital " William Soler”.

METODOS

El estudio seredizd en el Laboratoriode|RAB
del Instituto de Medicina tropical “Pedro Kouri”
(IPK), en el periodo comprendido entre febreroy
agosto de 2001, con cepas aisladas en el Hospital
“William Soler”, procedentes de pacientes con
fibrosisquistica.

Cepas. se evaluaron 90 cepas de Ps. aeru-
ginosa aisladas durante €l periodo de febrero a
agosto de 2001, procedentes del Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Pediatrico “William
Soler”, aisladas de un total de 38 pacientes con

FQYy que presentaron durante el periodo deestudio
cuadros de infecciones respiratorias. Las cepas
fueron identificadas como Ps. aeruginosa y su
identificacion microbiol 6gicaserealiz6 por medio
de pruebas bioquimicas.®

Discos de antimicrobianos. se evaluaron un
total de 10 drogas antimicrobianas: azlocilina
(75 png), ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg),
ceftriaxona (30 pg), gentamicina (10 pg), tetra-
ciclina(30 ug), ciprofloxacina (5 pg), ofloxacina
(5 ug), cloranfenicol (30 pg) y trimethoprim/
/sulfamethoxazol (1,25/23,75 g). Todoslosdiscos
para antibiograma procedieron de la Empresa de
ProductosBiol6gicos” CarlosJ. Finlay” . Serealizo
laaplicacion del método tal y como se describe en
lasnormasNCCL S (M2-A6) (National Committee
for Clinical Laboratory Standards. Performance
Standarsfor Antimicrobial Susceptibility Testing;
Ninth Informational Supplement. Approved
standard M 2-A6. National Committeefor Clinical
Laboratory Standard. 1999).

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana: se
empled el método de difusion con discos de Kirby-
-Bauer, segun las recomendaciones del Comité
Nacional de Normas de Laboratorio Clinico
(NCCLS). Se utilizé para este fin la cepa de
referenciaparaevaluar pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana (Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853). Posteriormente se estudiaron 90 cepas de
esta especi e ai sladas de pacientes pediétricos con
fibrosis quistica e IRAB. El procedimiento
empleado fue e siguiente: apartir deun subcultivo
del microorganismo de 16 a18 h deincubacion en
agar Mc Conkey, setomé una asaday se inocul 6
en caldo Mueller-Hinton (OXOID), se gjusto la
concentracion del inoculo a una turbidez
equivalenteal patron 0,5 delaescaade M cFarland
(108 unidades formadoras de colonias/mL); con
hisopo de algodon estéril se realizé luego la
inoculacion en medio agar Mueller-Hinton
(OXOID).

Se colocaron posteriormente los discos de
antimicrobianos (5 por cada placa) y estas se
incubaron 24 ha35°C. Paralalecturase midieron
enmilimetroslosha osdeinhibicion del crecimiento
del microorganismo y se compararon con |os
patrones establecidos por el NCCLS (tabla 1).
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TABLA 1. Criterios para la interpretacion de la susceptibilidad in vitro de Pseudomonas aeruginosa a los antimicrobianos
(método de difusion con discos) (los halos de inhibicion del crecimiento del microorganismo se midieron en milimetros)

Antimicrobianos Resistente Susceptibilidad disminuida Susceptible
Azlocilina <17 - >18
Ceftazidima <14 15-17 >18
Cefotaxima <14 15-22 >23
Ceftriaxona <13 14-20 >21
Gentamicina <12 13-14 >15
Tetraciclina <14 15-18 >19
Ciprofloxacina <15 16-20 >21
Ofloxacina <12 13-15 >16
Cloranfenicol <12 13-17 >18
Trimetoprim/Sulfametoxazol <10 11-15 >16

Fuente: NCCLS , 1999.

RESULTADOS

L os resultados obtenidos muestran la elevada
resistencia de las cepas estudiadas aisladas de
pacientes con fibrosis quistica, frente a drogas de
amplio uso hospitalario como el cloranfenicol y el
trimethoprim/sulfamethoxazol. La mayor
resistencia encontrada fue frente al cloranfenicol
con 87,03 %y solo 12,97 % de cepas sensibles y
frenteal trimethoprim/sulfamethoxazol laresstencia
fuede 92,28 %y lasensibilidad de 7,72 %.

Los resultados de mayor sensibilidad se
obtuvieron frenteaazlocilina (85,0 %), ceftazidima
(87,09 %), gentamicina (94,09 %), ciprofloxacina
(94,8 %) y ofloxacina (92,5%) (tabla 2).

TABLA 2. Susceptibilidad antimicrobiana de 90 cepas de
Pseudomonas aeruginosa aisladas de 38 pacientes con FQ

Droga Resistente (%) Sensible (%)
Azlocilina 15,0 85,0
Ceftazidima 12,91 87,09
Cefotaxima 27,95 72,5
Ceftriaxona 37,91 64,69
Gentamicina 5,91 94,09
Tetraciclina 56,0 44,0
Ciprofloxacina 5,2 94,8
Ofloxacina 7,5 92,5
Cloranfenicol 87,03 12,97
Trimetoprim/sul-

famethoxazol 92,28 7,72

Fuente: Laboratorio de IRAB del IPK, 2001.

DISCUSION

Ps. aeruginosa en pacientes con enfermedades
crénicas puede mostrar una variante fenotipica
mucoide, dada por la sintesis de alginato, €l cual

esta determinado genéticamentey solo se presenta
cuando existen dafios o deterioro de la estructura
organicadonde se manifieste. En pacientes FQ, €l
deterioro delafunciény estructuradel pulmén dada
por lainfeccion crénicacon este microorganismo,
hace que se manifieste la variedad mucoide. Por
encimade 80 a 90 % de estos pacientes desarrollan
infecciones crénicas por Ps. aeruginosa.?

El método reconocido por laOM S de Bauer-
-Kirby, hapermitido conocer € nivel deresistencia
y susceptibilidad alosantimicrobianos por difusion
en placas de agar. Este método combinado con la
serotipificacidn hasido recomendado paraestudiar
| os serotipos que aparezcan con mayor frecuencia
en Ps. aeruginosa.

El incremento de la resistencia de las cepas
de Ps. aeruginosa a la mayoria de los antimicro-
bianos se plantea puede deberse a la amplia
utilizacion de antibi6ticos.%® En la actualidad se
describe la emergencia de la resistencia de este
tipo de infeccionesfrente alos agentes antimicro-
bianos. En el caso de Pseudomonas aeruginosa,
ocurre con todos los antibioéticos, es decir,
aldamientos que son inicia mente sensiblespodrian
transformarse en resistentes dentrodelos304d
posteriores a la iniciacion de la terapia antimi-
crobiana.

Entre los métodos de estudio de la suscep-
tibilidad antimicrobianain vitro de Ps. aeruginosa
estan la dilucién en agar, la difusién con tiras
(E-test) y ladifusion con discos.

Los2 primeros of recen resultados cuantitativos,
0 Sea, permiten conocer la concentracién minima
inhibitoria necesaria para impedir € crecimiento
del microorganismo, pero resultan muy costosos,
requieren de un personal entrenado para su
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gjecucion y no estan al alcance de todos los
laboratorios; sin embargo, €l método de difusion
con discos es sencillo, de costo permisible, no
requiere de personal calificado para su uso y
aungue esun meétodo cualitativo, brindaresultados
confiables, 1o cua hace aeste método Util, no solo
para los laboratorios de microbiologia de
ingtituciones atamente especializadas, sino también
paralaboratorios menos especializados.®

Coincidiendo con estos resultados, varios
autores plantean la elevada resistencia de las
cepas de Ps. aeruginosa frente a diferentes
drogas.®!' En relacién con las cepas de Ps.
aeruginosa en correspondencia con los hallazgos
aqui, diversos autores sefialan que en general es
muy baja la resistencia de esta especie de
Pseudomonas frente a la gentamicina, > por el
contrario, otros concluyen que es muy elevadala
resistencia de Ps. aeruginosa frente a esta
droga.®*°

Se ha planteado por diversos autores que la
resistencia de este microorganismo a un gran
numero de agentes antimicrobianos, puede deberse
a tratamiento impuesto sobre todo en pacientes
criticosy en donde cepas sensibles setransforman
en cepas resistentes, después de 2 semanas de
tratamiento con algan antimicrobiano.1%12

Laresistencia bacteriana alos antibiéticos es
uno delos serios problemasen laterapiade enfer-
medades y en la préactica epidemiol gica.l+1®
Ninguna droga antimicrobiana actiasin el riesgo
de desarrollo de mecanismos de resistencia.’® El
elevado porcentaj e de cepas resistentes se explica
mediante el uso frecuente en estetipo de pacientes
por su enfermedad de base. 4

El estudio de laresistencia a los antibi6ticos
constituye unaguiaque permite establecer alguna
relacion en cuanto a origen de las cepas, en caso
de un brote o epidemia causadas por este agente. >

LosfallosterapéuticosfrenteaPs. aeruginosa
indican la necesidad de establecer diferenciacion
entrelapersistenciade cepas con €l mismo patron
de resistencia o con un patron diferente y la
reinfeccién debido a una nueva cepa; porque
diferentes cepas pueden desarrollar similares
patrones de resistencia y aislamientos clinicos
consecutivos de estas pueden exhibir diferentes
patrones de susceptibilidad antimicrobiana.3'1°

Es necesario en el tratamiento de las infe-
cciones por Ps. aeruginosa, utilizar farmacos de

formacombinada, puespueden desarrollar resistencia
cuando se usan de forma Unica. Deben emplearse
penicilinas activas contraeste microorgani SMo como:
ticarcilina, mezlocilina, piperaciling combinadascon
un aminoglucosido: gentamicina, tobramicina,
amikacina. Otros medicamentos eficaces contra
Ps. aeruginosa son: aztreonam, imipenem, quinolonas
(ciprofloxacina) y cefalosporinas (ceftazidima y
cefoperazona).2516-19

Acordealosresultados obtenidosen el presente
trabajo, se observalafactibilidad de la aplicacion
del método de difusion con discos de anti-
microbianos con las 10 drogas empleadas. Teniendo
en cuenta las ventgjas del método, ya planteadas
anteriormente, y el disponer de la cepa de
referencia para el estudio, se recomienda la
utilizacién deeste.

Antimicrobial susceptibility in Pseudomonas
aeruginosa strains taken from patients with cystic
fibrosis

SUMMARY

Ninety strains of Pseudomonas aeruginosa isolated from
pediatric patients with cystic fibrosis and respiratory infections
at “William Soler” pediatric hospital were studied in the period
from February to August, 2001, as part of a joint research project
of the two hospitals. In vitro susceptibility of these strains to 10
antimicrobials, that is, azlocylline, ceftazidime, cefotaxime,
ceftriaxone, gentamicin, tetracycline, ciprofloxacine, ofloxacine,
chloranphenicol and trimethroprim/sulfamet-hoxazole was
studied by Kirby-Bauer disk diffusion. The reference strain was
ATCC 27853. The research work results showed that
antimicrobial susceptibility values were within the allowable
limits. Increased resistance to chloranphenicol (87.03%) and
trimethoprim/sulfametoxazole (92.28%) as well as high
sensitivity to azlocylline (85%), ceftazidime (87.09%),
gentamicyn (94.09%), ciprofloxacine (94.8%) and ofloxacine
(92.5%) were observed.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, bacteria, antimicrobial
drug resistance, pediatric patients, cystic fibrosis.
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