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1\ I/W/J/lCC/()N 

Hoy día los grandes avances médico-quirúrgicos en los procedimientos 
de diagnóstico y terapéuticos, los cuales han hecho posible prolongar la 
vida de pacientes condenados en el pasado a una muerte inevitable, han in
cre'mentado en forma significativa el número de individuos altamente sus
ce'ptibles 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 
médico (1.2)

El advenimiento y disponibilidad para su uso· en clínica de los anti
microbianos a partir de la década del 40, significó un profundo cambio en 
el patrón de los microorganismos responsables de los procesos infecciosos 
intrahospitalarios representados primordialmente por los cocos Gram 
pJsitivos ()!anpbv!ococclIs- Streptococcus) en la era pre-antibiútica, a la 
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presencia y.resurgimiento de los bacilos Gram negativos, los cuales cons
tituyen hoy;en día la causa de aproximadamente dos tercios de todas las in
fecciones que 'se presentan en pacientes hospitalizados. (2,3). 

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

A pesar de la disponibilidad de las Polimi}cinas B y E para el trata
miento de los cuadros infecciosos producidos por Pseudomonas aeruginosa 
en la década del 50, el gran avance en su quimioterapia 10 viene a cons
tituir la introducción de la Gentamicina en el afio de 1963, aislada del Mi
cromonospora purpurea (5). No obstante la frecuencia e importancia de los 
cuadros infecciosos producidos por Pseudomonas aeruginosa se han in
crementado y agravado por el hecho de la aparición y desarrollo de resis, 
tencia bacteriana que cada día se incrementa, (6-8) influida por el uso in
discriminado de los antimicrobianos, quizás en base al exceso de confianza 
depositado en los mismos, conduciendo a un olvido de las nociones más 
elementales de las técnicas de asepsia y antisepsia. 

La resistencia bacteriana exhibida por Pseudomonas aeruginosa a la 
Gentamicina, unido a la problemática que representa su oto y nefroto
xicidad la cual oscila. según 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 lactámico de las penici
linas hicieron posible la disponibilidad de la Carbenicilina (11) Y la Ticar
cilina, (12-13) las cuales se caracterizan por presentar una marcada ac
tividad bactericida contra Pseudomonas aeru/{inosa y en combinación a los 
aminoglicósidos representan hoy en día un arma poderosa para eJ trata
miento de los cuadros infecciosos severos producidos por las Enterobac
tedas y Pseudomonas aeru!{inosa. (13) 

Tomando como punto de partida el aislamiento de la Gentamicina en 
el año de 1963 por Weintein y col, (5) la industria farmacéutica ha puesto 
al servicio del médico varios aminoglicósidos entre los cuales merecen des
tacar por su reconocida efectividad a la Tobramicina aislada del Streptomv
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ces tenebrarios (14), la Sisomina aislada del Microm01lOspotrzi".101fW 
(15) y su derivado la Netilmicina o N-ethyl-sisomicina (16) y la Ami
kacina derivada de un aminoglicósido la Kanamicina. A. (17) Todos se 
caracterizan por una marcada actividad bactericida contra Pseudomonás 
a('ruRinosa y variaciones no muy significativas en relación a la oto y ne
frotoxicidad de la Gentamicina. (9-10) 

En el presente estudio nos proponemos determinar la concentración 
inhibitoria mínima (CIM) de cepas de PseuáomtJtNIS tI8ruginosa aisladas de 
muestras de material clínico a cuatro agentes antimicrobillno de uso ~ 
cuente en clfnica y disponibles en nuestro medio, para el tratamiento de los 
cuadros infecciosos producidos por PseudomotNIS tl81"Uginosa. . 

MATERIALES Y METODOS: 

Se estudian 100 cepas de PseudomotNIS 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 procedió a practicar un repique a medio de T.S.I., el cual fue in
cubado durante 24 horas a 35° C. 

Si el T.S.!. presentaba cambios compatibles con los de Pseudomonas 
(l('ruRinosa, la cepa fue sometida a su identificación bioquCmica utilizando 
los siguientes parámetros: Prueba de la oxidasa según el método de Kovacs 
(18), motilidad mediante visualización microscópica entre lámina y la
minilla; producción de pigmentación utilizando los medios de Pseudo
monas agar F y Pseudomonas agar P (19); investigación de la vía de 
ataque de los carbohidratos utilizando el medio de OF-glucosa según 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. 

C>/1as indicadoras: 

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

Técnica de la pyocinotipia: 

La cepa de Psetuiomonas aeruginosa a ser tipiada es sembradadia" 
metralmente a lo largo de la superficie de una placa de agar cerebro co" 
razón al cual se le añade sangre humana a la concentración del 6%. El 
inóculo utilizado es aproximadamente 4.2. x 106 bacterias, del microor
ganismo cultivado en caldo cerebro corazón (B.B.L.). La placa es luego in
cubada a 32°C durante 14-18 horas. El crecimiento macroScópico es 
removido con una lámina porta"Úbjetos y el remanente del crecimiento es 
destruido añadiendo de 3-5 mI de CHCL3 en la tapa de la placa de Petri; la 
cual es inmediatamente ensamblada con la otra porción 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 
evaporación de las trazas de vapores de CHCL3. 

Cultivos de las cepas indicadoras creciendo en caldo cerebro corazón 
incubadas por 4-6 horas a 37°C y conteniendo un in6culo de aproxima
damente 1 x 107 

X a 1 x 108 son sembrados formando angulos rectos con 
las lÍneas del inóculo original: 5 cepas son sembradas del lado izquierdf) de 
la línea y las otras 3 cepas del lado derecho. La placa es incubada a 37° C 
durante 8-18 horas. 

Si el inóculo original produce alguna pyocina, ésta difunde en el 
medio durante el primer período de incubación, ejerciendo luego su acción 
inhibitoria sobre las cepas indicadoras, durante el segundo período. Las 
cepas son clasificadas de acuerdo al· patrón de inhibición 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. 

(,onCi'ntmórín inhihítoria mínima: 

Se determina la concentración inhibitoria mmlma de las cepas de 
IJ\'i'lIdomonas rlcrJI/.!ino'la para la Gentamicina, Tobramicina, Carbenicilina 
y Colimicina utilizando la técnica que a continuación se especifica: 

Las cepas en estudio son inoculadas en el Medio de Mac Conkey e in
cubadas por 24 horas a 37° C. El ináculo es preparado tomando tres co
lonias separadas del medio de Mac Conkey y se inoculan rn un caldo 
cerebro corazón el cual es incubado a 37° por 18-24 horas. Al cabo de este 
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tiempo, el in6culo se ajusta hasta contener 108 bacterias por mililitro, 
mediante comparación con el Standard de McFarland (0.5 mI de Cloruro 
de Bario 0.048 M afiadido a 99.5 mI. de ácido sulfúrico 0.35 N.) mediante 
el uso de un asa calibrada que dispensa 0.01 mi, el microorganismo es 
inoculado en placas de Mueller-Hinton agar conteniendo concentraciones 
decrecientes de los antimicrobianos en estudio a razón de 20, 10, 5, 2.5, 
1.25,0.62 y 0.31 microgramos por mi para la Gentamicina.,Tobramicina y 
la Colimicina. Para la determinación de la concentración inhibitoria 
mínima de las cepas de Pseudomonas aeruginosa a la Carbenicilina se 
utilizan concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5 Y 6.25 microgramos 
¡x>r mI. Se utiliza una placa del mismo medio sin la incorporación 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 dé incubación se deter
mina la concentración inhibitoria mínima como la concentración más baja 
del antimicrobiano que inhibe el crecimiento del microorganismo. 

RESULTADOS: 

Se estudiaron un total de 100 cepas de Pseudomonas aeruginosa 
aisladas de muestras de material clínico. 

La Tabla N° 2 detalla los diferentes tipos de muestras de material 
clínico 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
quiallo 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 determinó la concentración inhibitoria mínima (CIM) de las 100 
cepas de Pseudomonas aeruginosa para la Gentamicina, Tobramicina, 
Colimicina y la Carbeniciliña. En relación a la Tobramicina, el 95% de las 
cepas investigadas fueron inhibidas por una concentración de 5 mcg/mlo 
menos y 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 concentración inhibitona mínima para la Tobramicina 
aparecen detallados en la Tabla N0 4. 
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TABLA No, 1 

PATRONES DE INHlBJClDN PRODUCiDOS POR LOS 3, 

TIPOS DIFERENTES DE PYOCINA DE PSEUDOMONAS PVOCY ANEA 


TIPO DE PYOCINA DE 
LA CEPA PRODUCTORA 

No, 

7 
8 
9 

10 
'11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 

INHIBICION DE LA CEPA INDICADORA 
No. 

4 

+ + + + + + + 
+ 

+ + + + + 
+ + + + + + 
+ + + + + + 
+ + + + + + 
+ + + + + 

+ + + + 
+ + 

+ + + + + + + + 
+ + + + 
+ + + + ..: + 

+ + 
+ + + 

+ + + 
+ + + + + 

+ + 
+ + + + + + 

+ + + 
+ + 

+ + + 
+ + + + + + 
+ + + 

+ + + + + 
+ + + 
+ + 
+ + + + 

+ + 
+ + 
+ + 

+ 
+ + + 

+ + + + + + + + 
+ 

+ + + + 
+ + + 
+ + + + + 

+=INHIBICION - = NO INHIBIClON 
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TABLA No. 2 
TIPOS DE MUESTRAS DE DONDE SE AISLARON LAS CEPAS 

ESPUTO 21 
LAVADO BRONQUIAL 14 
HECES 13 
EXUDADO FARINGEO 12 
ORINA 11 

PUS PLEURAL 3 
SECRECION NASAL 3 
SECRECION OTICA 3 
SECRECION PERITONEAL 2 
SECRECION HERIDAS 2 
SECRECION DE CARA 2 
SECRECION SANGRE 2 
SECRECION OCULAR 
SECRECION MALEOLAR 
SECRECION PULMONAR 

SECRECION QUEMADURA 
SECRECION FLEGMON GENITAL 
SECRECION ULCERA PIE 
SECRECION URETRAL 
SECRECION PLEURAL 
SECRECION TUBO DRENA) E 
S EORECION TRAQUEOTOMIA 
PUS DRENAJE 

ULCERA VARICOSA 

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 ?Í 


/\:::)
PYOCINOTIPO - 6 1 

PYOCINOTIPO-17 1 

PYOCINOTIPO - 18 1 

PYOCINOTIPO - 22 1 

PYOCINOTIPO - 30 1 

NO TIPIABLES 3 


TOTAL 100 


-56



T
A

B
L

A
 N

o
.4

 

T
O

B
R

A
M

IC
IN

A
 


C
O

N
C

E
N

T
R

A
C

IO
N

 I
N

H
IB

IT
O

R
IA

 M
IN

IM
A

 (
M

C
G

/M
L

) 



* 
C

IM
 

1.
2 

2.
5 

5 
10

 
20

 
T

O
T

A
L

 
I (J
>

 

"'
-l

 
I 

N
o.

 C
E

P
A

S
 

20
 

43
 

32
 

2 
3 

10
0 

95
 

%
 C

E
P

A
S

 C
O

N
 C

IM
 I

G
U

A
L

 O
 I

N
F

E
R

IO
R

 A
 5

 M
C

G
jM

L
. 

,1 
l 



TABLA No. 5 


GENT AMICINA 


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. 
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En relación al otro aminoglicósido 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 
concentración de 5 mcg/ml o menos para su inhibición y en el resto (15%) 
fue necesario concentraciones superiores a los 5 mcg/ml. 

El estudio de la concentración inhibitoria mínima (CIM) de las cepas 
de P,ludomonas acruj{inosa para la Colimicina aparecen detallados en la 
Tabla N° 6. El 85% de las mismas fueron inhibidas por una concentración 
de 5 mcg/ml o menos de Colimicina. 

En relación a la Carbenicilina el 71 % de las cepas investigadas fueron 
inhibidas por una concentración de 50 mcg/ml o menos y en un total de 
29 cepas concentraciones superiores a 50 mcg/ml fueron necesarios para 
~u inhibición. Los resultados del estudio de la concentración mínima para 
la Carbenicilina aparecen detallados en la Tabla N° 7. 

DlSCUSlON 

El análisis de los resultados obteni90s en el presente estudio, en re
lación a la frecuencia de pyocinotipos de Pseudomonas aeruginosa, nos 
permite observar que en nuestro estudio el pyocinotipo-1 es el más fre
mente lo cual concuerda con 10 reportado en trabajos realizados en nuestro

\ medio por Villalobos y.col. (23). 

~ Las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de muestras de material 
clínico se caracterizan generalmente por comportarse resistentes a un 
número elevado de antimicrobianos de uso frecuente en clínica, mostrando 
un patrón de susceptibilidad a varios aminoglicÓSidos de los cuales merecen 
destacarse la Gentamidna, (5) Tobramicina, (14) Sisomicina (15) 
Amikacina (17) y la Metilmicina (16). Igualmente el grupo de Polimixinas 
B y 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-
lácticos, han ocasionado que cada día 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 

.1inoglicósidos y los derivados penidlínicos, (6, 7, 24, 25). 
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En base a los resultados de nuestro estudio, donde se determina 
mediante dilución seriada en agar la concentración irihibitoria mfnima de 
100 cepas de Pscudomdnas aeruginosa, la Tobramicina aparece como el 
antimicrobiano de mayor efectividad. En efecto, el 95% de las cepas inves
tigadas resultaron inhibidas por una concentración de 5 mcg/ml o menos, 
concentración que resulta por debajo de los niveles séricos obtenidos 
luego de la administración del antimicrobiano en sus dosis habituales de 1 
a 1.5 mg/Kg,/peso. (14). 

En relación a la Gentamicina, antibiotico de uso más generalizado y 
disponible desde hace varios años 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 mcg/ml o más para 
su completa inhibición, niveles considerados muy cercanos a los descritos 
como presentes en los cuadros de nefro y ototoxicidad para la Gentatnicina. 
(9). 

Si bien es cieno que varios investigadores han demostrado que la 
determinación de la concentración inhibitoria minima (CIM) de cepas de 
Pf{lIdnmonas acru¡rinosa a varios aminoglicósidos es afectada significa
tivamente por la proporción de cationes divalentes de Magnesio y Calcio y 
que en el presente estudio los mismos no fueron determinados, la escogen
cía del método utilizado, dilución 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 relación a la Colimicina la cual en el pasado previo a la introduc
ción de la Gentamicina en 1963, era muy utilizada en el tratamiento de los 
cuadros infecciosos debidos a bacterias Gram negativas y panicularmente a 
P\'r'/u!rmlotltl.l (/crlll!;nosa (1) en la actualidad su utilización esta limitada a 
cuadros infecciosos intestinales o de uso dermatológico. Sin embargo su 
sinergismo comprobado con las sulfonamidas quizás le reserven un sitio en 
el arsenal terapéutico para el tratamiento de cuadros infecciosos debidos a 
PYf"rlllc!On1nnrl.l (/.'rII,I.!ino.ltI, Pro/r/ls y,,'errafia marees ccns (1), 

En el presente estudio, el 85% de las cepas de Pseudomonas aeru
ginosa resultaron inhibidas por una concentración de 5 mcg/ml o menos de 
Co!imicina. niv('!('s fácilment(' obtmibles luego de la administración del 
,ultimiocrobiano ('n dosis de 1.000.000 de Unidades. (1) 

La Carbenicilina r('sultó en nu('stro estudio, el antibiótico de menor 
d(,ctividad in vitrn contra las cepas de PI', IIi/o!nOJla,1 (/('ruginosa investi
gadas. el 1% de las mismas fueron inhibidas por concmtrac1ones de 50 
mcg/ml o menos. El uso en clínica de la Carbf'nídlina debido a la rápida 
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aparición de resistencia luego de su utilización; así como su alto costo y via 
de administración han limitado la misma al tratamiento de cuadros infec
ciosos graves donde actúan en franco sinergismo con los aminog1icósidos 
(29). Si bien en el presente estudio se demuestra que las cepas de Pseu
domofUJJ aerulfinosa en nuestra localidad muestran una sensibilidad va
riable a estos 4 antimicrobianos disponibles para el tratamiento de los 
madros 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 
prevención y conduciéndonos a la problemática actual donde cada día 
aparecen microorganismos dotados de resistencia a la mayoría de los an
timicrobianos disponibles. 

RESUMEN 

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

La gran mayoría 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 clasificación por determinación de pyocinas. 

Se determina la concentración inhibitoria mínima mediante la técnica 
de dilución seriada en placas de agar de las 100 cepas de Pseudomonas 
aeruRinosa para la Gentamicina, TobramicinaóColimicina y la Carbenici
linao Concentraciones de 5 mcg./ml de Tobramicina, Gentamicina Co
limicina resultaron inhibitoria para el 95%, 79% Y 85% de las cepaS res
pectivamente. La Carbenicilina a una concentración de 50 mcg/ml inhibió 
el crecimiento del 7.1 % de las cepas investigadas. 
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