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Se aislaron 11 cepas de Pseudomonas aeruginosa en 10 pacientes quemados que se encontraban
hospitalizados y se les realizé tipificacion serolégica y antibiotipia para determinar los serotipos mas
frecuentes en este tipo de pacientes. Los serotipos de mayor frecuencia de aislamiento fueron el 04 y el
05. Observamos una marcada resistencia frente a los antibiéticos: carbenicilina (81,8%) y la azlocilina

(72,7%).
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Introduccién

Las quemaduras son lesiones histicas de variable
extensiéon y profundidad, que representan un sitio
susceptible de colonizacién oportunista por
microorganismos (M.O) de origen exdégeno y enddgeno
(1,2,3). La destruccion de la piel, permite la invasion
bacteriana y constituye un medio de cultivo ideal para
estos M.O. Con independencia de la etiologia,
evolucién, manejo terapéutico y respuesta individual de
cada organismo; la sepsis en sus distintas
manifestaciones forma parte del cuadro fisiopatolégico
del gran quemado vy constituye una de las
complicaciones mas graves que se puede presentar en
este tipo de paciente (4).

De los numerosos M.O que pueden infectar la lesion
por quemadura, los méas frecuentes son: Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus,
Streptococcus y Serratia; los cuales junto a otros M.O
grampositivos, hongos y virus constituyen el ecocauma
de las unidades de quemados (5). Pseudomonas
aeruginosa (6,7) puede habitar el suelo donde convive
con hongos, productores de moléculas con efecto
bacteriostatico, por lo que ha desarrollado numerosos
mecanismos de resistencia intrinseca frente a algunos
tipos de antibacterianos, como los [-lactdmicos,
ampliamente utilizados para el tratamiento de las
infecciones en pacientes quemados. Algunas cepas
mucoides producen un exopolisacarido denominado
alginato, capaz de fijar este M.O. al tejido mediante la
formacién de una fina capa compacta de mucus que
aisla a la bacteria del ambiente y la protege de la
accién de los antibiéticos (8).

Este trabajo es el resultado de un estudio realizado,
con el objetivo de conocer la presencia de los serotipos
circulantes de Pseudomonas aeruginosa, en la Unidad
de Quemados del Hospital Clinico Quirdrgico “Calixto
Garcia”, Cuba; donde se aplicaron marcadores
microbioldgicos de serotipificaciéon y antibiotipia para la
clasificacién de cepas aisladas en pacientes quemados
infectados durante los tres meses que duré dicho
estudio.

Materiales y Métodos

Cepas utilizadas: Las cepas fueron aisladas de
pacientes hospitalizados en la Unidad de Quemados del
Hospital General Docente Clinico Quirdrgico “Calixto
Garcia”, Cuba, en el periodo comprendido entre el 1ro
de diciembre de 1999 y el 1ro de febrero del 2000.

Los pacientes fueron clasificados como graves, muy
graves, criticos vy criticos extremos segun la
clasificacion cubana de pronéstico de vida (9).

Aislamiento bacteriano: Para el aislamiento de
Pseudomonas aeruginosa se realiz6 urocultivo,
hemocultivo, cultivo de punta de catéter y cultivo de
las lesiones a 10 pacientes hospitalizados en el periodo
analizado. Estas muestras se tomaron cada tres dias,
segun lo establecido por el servicio médico de la sala.
Las cepas fueron aisladas e identificadas en el
Laboratorio de Microbiologia del Hospital, se
trasladaron en cufias de Agar Hierro de Kligler
(BIOCEN) al Laboratorio de Microbiologia del Area de
Investigaciones del Instituto Finlay, donde se les realizé
un pase a tubos con 5 mL de Caldo Nutriente (OXOID)
y se incubaron 18 h a 37 °C, con agitacién constante,
en una incubadora modelo IF-3B.
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Tabla 1. Datos de los pacientes quemados hospitalizados e infectados por P. aeruginosa. Hospital Clinico Quirdrgico

“Calixto Garcia”.

% de Quemaduras

Paciente Edad Sexo Indice de Gravedad Pronéstico
DAB H total

1 67 M 14 26 1 27 Muy Grave
2 47 F 30 20 10 30 Critico
3 24 F 13.7 7.5 10 17.5 Muy Grave
4 30 F 59.5 21 49 70 Critico Extremo
5 39 M 14 26 1 27 Muy Grave
6 21 M 19.5 33.5 3 36.5 Critico
7 17 F 19 10 9 19 Muy Grave
8 34 F 43 79 6 86 Critico Extremo
9 31 M 13 20 6 26 Muy Grave
10 40 F 11 19.5 1.5 21 Muy Grave

DAB: Dérmicas AB. H: Hipodérmicas.

Posteriormente, el cultivo obtenido a partir del empleando un set de antisueros somaticos producidos

crecimiento en caldo, se sembr6é a placas de Agar
Nutriente (OXOID), con el objetivo de corroborar la
pureza del aislamiento bacteriano. A continuacién, se
tomaron colonias aisladas, se sembraron en medio de
conservaciéon Skim milk-Glicerol y se mantuvo a
—70 °C, hasta completar la investigacion.

Suspensiones celulares: Se realizé siembra por
agotamiento en placas con Agar Nutriente (OXOID) y
se incubd por 24 h a 37 °C. De este cultivo se tomé
una colonia y se sembré en una cuia de Agar Nutriente
(OXOID) incubandose con iguales condiciones. El
crecimiento bacteriano se resuspendié en solucién
salina al 0,85% y se empleé de 1-3 mL segun el
crecimiento de la cepa.

Serotipificacion: Se realiz6 segin el método de
aglutinaciéon en placa descrito por Pitt y Erdman (10)

en el Centro de Estudios de Biotecnologia de la
Universidad de Oriente, Cuba; que reconoce a los 17
tipos somaticos individuales establecidos en el Sistema
Internacional de Tipificacion Antigénica (SITA) para
este microorganismo (11).

Antibiograma: Se realizé por el método de difusién en
agar de Bauer-Kirby siguiendo las recomendaciones del

Comité Nacional de Control de Normas para
Laboratorio Clinico (12). Las cepas controles utilizadas
fueron: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 25923 .

Los discos de antibacterianos empleados (Tabla 2.) los
suministré la Empresa de Productos Biolégicos (EPB)
"Carlos J. Finlay”:

Tabla 2 Criterios de interpretacion basados en el método de Bauer-Kirby para los discos de antibiéticos empleados
en la determinacion de la sensibilidad bacteriana in vitro y suministrados por la EPB “Carlos J. Finlay”.

Diametro (mm) de la zona de inhibicién

Antimicrobiano Contenido del Disco Resistente Intermedio Sensible
Ceftriaxona 30 ug <13 14-20 > 21
Ceftazidima 30 ug <14 15-17 >18
Cefotaxima 30 ug <14 15-22 > 23
Azlocilina 75 ug <17 - >18
Carbenicilina 100 ug <17 18-22 >18
Ciprofloxacina 5 ug < 156 16-20 > 21
Gentamicina 10 Ul <12 13-14 > 15
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Resultados y Discusion

De los 10 pacientes: 6 fueron diagnosticados como
muy graves, 2 se encontraban en estado critico y 2 en
estado critico extremo, predominando en ellos las
lesiones de tipo dérmicas AB (DAB) e hipodérmicas (H).

Fueron aisladas de los pacientes e identificadas como
Pseudomonas aeruginosa 11 cepas, las cuales en
algunos casos se encontraban acompafiadas de otros
gérmenes como Escherichia coli, Enterococcus,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis,
entre otros. Los aislamientos se realizaron entre los 3 y
5 dias posteriores al ingreso de los pacientes.

De las 11 cepas, 10 se aislaron en el sitio de la lesion
excepto una, obtenida de un hemocultivo, mientras
que el resto de las muestras resultaron negativas.

El momento del aislamiento de este M.O. nos permite
afirmar que la infecciéon fue adquirida en el hospital, ya
que la colonizacién de la herida por quemaduras en los
hospitales ocurre generalmente entre 2 y 25 dias
posteriores al ingreso (13).

Cuando se produce la lesidn por quemaduras la
poblacién microbiana se esparce y en su mayoria
sobrevive a las quemaduras (14); inmediatamente
después  del poblaciéon
predominante es grampositiva, por lo general es
eliminada por la terapia contra ellas. En los dias
siguientes los M.O. gramnegativos colonizan la escara
convirtiéndose en después de
transcurrida la primera semana de la lesion (5).

dafo, la microbiana

predominantes

Tabla 3. Tipificacién serolégica de cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes quemados hospitalizados en el

Hosp. Calixto Garcia. Dic.1999 - Feb.2000

Serotipos de Pseudomonas aeruginosa.

Cepas O1 02 Os O4 Os Os 07 Os

Os O 011 Oz Oz O1z2 015 016 017

Q1 X XX
Q2

Q3 XX
Q4

Qb XX

Q6 XX

Q7 X

Qs XX

A1 XX

A2 XX

A4 XX

XX

XX

Leyenda:

X Reconocimiento débil
XX Reconocimiento fuerte

La Tabla 3 muestra los serotipos de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa, aisladas durante esta
investigacién. Los resultados obtenidos por la
tipificacion serolégica permitieron demostrar cinco
tipos somaticos individuales en las cepas estudiadas,
resultando los serotipos 04 y O5 los mas frecuentes;
otros como el 06, O1 y O13 se detectaron pero en
menor cuantia.

Este resultado es interesante a pesar del discreto
numero de aislamientos, pues los serotipos que se

reportan en nuestro pais como mas frecuentes son el
011 y el 06; sin embargo el serotipo O11 no se
detecté en nuestro trabajo, posiblemente debido al
efecto inhibitorio de los titulos de IgG anti serotipo
011 de P. aeruginosa encontrado por otros autores en
individuos sanos (15).

El estado de sepsis generalizada en estos pacientes fue
un aspecto importante que limité el estudio de nuevos
aislamientos y de los existentes. La severidad de las
lesiones y el shock fisiopatolégico propio del trauma,
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en la mayoria de los casos ocasiondé la muerte de los
pacientes y no permitié estudiar la infeccién desde sus
inicios hasta su desaparicion.

Autores como Pitt y Edman (9), hablan a favor de la
localizacién de tipos somaticos individuales, de acuerdo
con el pais en que se realice la investigaciéon y la
procedencia de los aislamientos. Seria provechoso en
estudios posteriores incrementar el universo de cepas
provenientes de heridas por quemadura en varias
Unidades de Quemados y durante un periodo mas
amplio para la toma de las muestras.

Los resultados obtenidos respecto a la susceptibilidad
frente a los agentes antimicrobianos investigados,
corroboraron una vez mas la condicion de
multirresistencia  que  usualmente exhibe este
microorganismo (Tabla 4). De las 11 cepas, 4 fueron
resistentes a la ceftriaxona, lo cual correspondié con
un 36,3% de las cepas evaluadas, 1 a la ceftazidima
(9,1%), 1 a la ciprofloxacina (9,1), 8 a la azlocilina
(72,7), 4 a la cefotaxima (36,3), 9 a la carbenicilina
(81,8) y 7 a la gentamicina (63,6). En cuanto a las

cepas, las que mayor resistencia mostraron a los
7 antibacterianos probados fueron, 05 que fue
resistente a 6; 06 y 013 que fueron resistentes a 5, a
diferencia de O1 que fue susceptible a todos los
antibacterianos investigados. Los mayores porcentajes
de resistencia se detectaron con: azlocilina,
carbenicilina y gentamicina, mientras que frente a la
ciprofloxacina y la ceftazidima el 90% de las cepas
resultaron sensibles.

Cuando relacionamos los serotipos de cada cepa con
los patrones de resistencia se observé que las cepas
O6 resultaron resistentes a 4 antibacterianos,
coincidiendo este hecho también con la ceftriaxona,
azlocilina, carbenicilina y gentamicina; resultando
sensibles a la ciprofloxacina y ceftazidima. Las cepas
013 solo coincidieron en la susceptibilidad a la
ceftazidima y en |la resistencia a azlocilina vy
carbenicilina. Los resultados de las cepas 04
coincidieron en todos los patrones excepto en la
respuesta a la cefotaxima mientras que las cepas Ob
coincidieron solo en la susceptibiidad a Ia
ciprofloxacina.

Tabla 4. Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes quemados infectados.

Hosp. Calixto Garcia. Dic/1999 - Feb/2000.

Antibacterianos

Cepas Serotipo 1 2 3 4 b 6 7
Q1 06 R S S R R R R
Q2 013 R R S R | R R
Q3 06 R S S R | R R
Q4 013 | S S R | R S
Qb 04 | S S R | R R
Q6 04 | S S R | R R
Q7 04 | S S R R R R
Q8 05 R S R R R R R
A1 01 S S S S S S S
A2 05 S S S S | S S
A4 05 | S S S R R S

Leyenda:

(1). Ceftriaxona, (2). Ciprofloxacina, (3). Ceftazidima, (4). Azlocilina, (5). Cefotaxima, (6). Carbenicilina, (7).
Gentamicina. (R) — Resistente, (S) — Sensible, (I) - Intermedio.

Analizando nuestros resultados, de acuerdo con las
familias o grupos de antimicrobianos investigados
(Tabla 4), se detecté que frente a las cefalosporinas,
Pseudomonas aeruginosa fue resistente a la ceftriaxona
y a la cefotaxima (36,3%) y sensible a la ceftazidima
en un 9,1%. Fue sensible a la ciprofloxacina que
pertenece a las quinolonas, mientras que los
porcentajes mas elevados (>50%) a los

antimicrobianos investigados se constaté frente a las
penicilinas y el aminoglucdésido.

La gentamicina se reporta como uno de los mas
efectivos contra esta bacteria (16), sin embargo en
nuestro trabajo obtuvimos un alto porcentaje de
resistencia, similares resultados lo obtienen Holder y
col (17).
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En 1999 se realizé un estudio de la susceptibilidad de
Pseudomonas aeruginosa a un nuevo antibacteriano, el
livofloxacin y se reporté resistencia de este M.O. a la
gentamicina y a la ceftazidima, ademéas detectaron que
las cepas con menores porcentajes de susceptibilidad
fueron aquellas aisladas de las heridas y la sangre (18).
También se ha encontrado el 13,4% de resistencia
para la ceftazidima asi como el 27,3% y 31,9% para la
carbenicilina y ciprofloxacina respectivamente. Ademas
se reporta para Pseudomonas aeruginosa resistencia
frente a meropenem (9,1%), imipenem (19,2%),
piperacillin (12%) y para la amikacina (10,6%) (19).

En este estudio, para la ceftazidima se obtuvo un
porcentaje de resistencia mas bajo (9,1%), mientras
que para la carbenicilina fue superior (81,82 %) y para
la ciprofloxacina resulté mucho menor (9,1 %).

Se conoce que Pseudomonas aeruginosa posee
multiples mecanismos de resistencia intrinseca, que
justifican los patrones de resistencia en los
aislamientos clinicos. En los ultimos afos se describen
nuevos mecanismos que involucran cambios
mutacionales en el cromosoma de la clase C de la f§ -
lactamasa, adquisicion de pladasmidos o transposones
relacionados con la misma y pérdida de la porina D-2,
lo que resulta en una elevada resistencia al imipenem y
a la mayoria de los B- lactdmicos que se producen
actualmente (19). También se describen tres sistemas
de eflujo de familias de antibiédticos, relacionados con
proteinas de la membrana externa involucrados en la
resistencia a pB- lactdmicos, fluoroquinolonas,
tetraciclina, cloranfenicol y eritomicina, dentro de los
que se destaca el Mex-OprM. Resultados similares en
cuanto a la existencia de estos mecanismos se
reportan también en E. coli y otros microorganismos
gramnegativos (20). Mas recientemente se sefala un
nuevo mecanismo de resistencia basado en la
secrecion de [ - lactamasa en el interior de vesiculas
donde la bicapa lipidica de la membrana es libremente
permeable a los antimicrobianos, esta enzima los
inactiva una vez que penetra en el interior de la misma;

lo que debe disminuir la concentracion del
antibacteriano en ese ambiente (21).
En Pseudomonas aeruginosa la resistencia a los

antibidticos B-lactdmicos se debe principalmente a una
hiperproduccién de p-lactamasa, liberada por esta
bacteria mediante la exportacion de vesiculas que

contienen, ademéas, componentes periplasmaticos
como: proteasas, proelastasa, peptidoglicano,
hidrolasas, fosforilasa C y fosfatasa alcalina (22),

mecanismo empleado en la invasién tisular.

La estrategia méas efectiva contra la resistencia
microbiana es aplicar el tratamiento correcto desde el
comienzo de la infeccién, para destruir los
microorganismos inequivocamente. La resistencia
antimicrobiana es el punto critico del tratamiento de las
enfermedades infecciosas en todo el mundo, pues
entre las consecuencias que se derivan a un mal
tratamiento estd la disminuciéon de nuevas opciones de
tratamiento, la aparicion de bacterias resistentes a
varios grupos de antibacterianos, empeoramiento del
curso clinico de la enfermedad, aumento de los dias de
hospitalizacién, y en general constituye un problema de
salud publica que afecta al individuo, la sociedad y al
ambiente.

La serotipificacion es un método simple para diferenciar
cepas. Esta técnica combinada con los ensayos de
susceptibilidad posee gran importancia en la vigilancia
epidemiolégica de las unidades asistenciales (17).
Aunque nuestro trabajo investigé un ndmero pequeio
de cepas, evaluamos de muy satisfactoria la inclusion
de estos marcadores microbiolégicos y epidemioldégicos
para la caracterizacion de las cepas de Pseudomonas
aeruginosa. El trabajo permitié conocer la presencia de
los serotipos circulantes en nuestra area de estudio, y
nos indicé la necesidad de un andlisis de un mayor
numero de aislamientos en este tipo de Sala, lo que
permitird conocer resultados muy importantes en
cuanto a los serotipos predominantes y los patrones de
resistencia, permitiendo aplicar una terapia
antibacteriana mas efectiva.
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Serotyping and antibiotic susceptibility of Pseudomonas aeruginosa strains isolated from
infected burnt patients

Abstract

Eleven strains of Pseudomonas aeruginosa were isolated from lesions in 10 burnt in patients. Serotyping and
antibiogram analysis were done to determine the most frequent serotypes in these patients. The most frequently
isolated were serotypes O4 and O5. We found marked resistance to the antibiotics carbenicillin (81.8%) and
azlocillin (72.7%).

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, antigen serotyping, antibiotics, antibiogram analysis.
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