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RESUMO: 165 cepas de Psendomonas aeruginosa, a maioria isoladas de sangue
de liquido cefatorraguidiano foram sorotipadas de acordo com o método de aglutinagio
em limina. Os sorotipos 0:6 e 0:11 foram 0s tipos prevalentes com 25,64% e
20,54%, respectivamente. O serotipo $:10 cansou uwm suto de meningite envolvendo
principalmenie criangas com menos de nm ano de idade, em 1974, na vigéncia da
epidemia de meningite meningocdeica na cidade de Sio Paulo. Dentre os sorotipos
foram enconirados 12 diferentes piocinotipos com predominéncia dos tipos 1,3 e 10
que correspondem s cerca de 90% das cepas tipadas. E importante o uso combinade
dos metddos de sorolipagem e piocinotipia para diferenciagio de cepas periencentes a

um mesmo Serokipe.

DESCRITORES: Pseudomonas aeruginosa, sorotipos, piocinotipos.

INTRODUCAO

A Pseudomonas aeruginosa representa um dos
mais importantes agentes de infecgBes noscco-
miais causadas por bacilos Gram negativos® %2,

Infecgdes em pacientes hospitalizados, por
estes patégenos oportunistas, tém atingido espe-
cialmente imunodeprimidos, queimados e recém-
nascidos prematuros. Estes microrganismos estio
também freglientemente associades & fibrose
cistica® 14 20. 24,

A multirresisténeis antibacteriana, freqliente
entre as cepas de P. aeruginosa, tem representado
um grande problema lerapdulico, principalmente
para os pacientes de risco-onde as infeccBes tém
geralmente graves conseqiiéncias como a menin-
gite, pnewmonia e bacteriemia com taxas signifi-
cantes de mortatidades?,

Os alimentos, prncipalmente os vegetais, a

dgua de nebulizadores, flores ¢ mesmo desinfe-
tantes tém sido incriminados como 08 mais co-
nuns reservatirios de P. geruginosa no meio am-
biente hospitalar!6 24 28,

Estudos epidemioldgicos de infecgdes hospi-
talarcs por P. aeruginosa foram realizados em
virios pafses, utilizande diferentes marcadores
tais como sorolipos, piocinotipos, padrBes de
resisléncia aos antibacterianos e fagotipos.

Relatos sobre ccorréncia de infecgbes sistémi-
cas por P, aeruginosa 1&m sido freqiientes em
nosso Mmelo] entretanto, somente a caracterizacio
de cepas através de scus diferentes marcadores
permite o estude da epidemiologia desta in-
feccio,

(O cobjetive deste trabalhe foi caracterizar as
cepas de P. aeruginosa de origem hospitalar, iso-
ladas no perfodo de 1974 a 1987, através de mé-
todos de sorotipagem e piocinotipia, e verificar
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a possivel correlacio existente entre estes dois
sistemas de marcadores epidemioldgicos.

MATERIAL B METODOS
Cepas Bacterianas

Foram estudadas 193 cepas de P. aeruginosa,
sendo 88 isoladas de liquido cefalorraquidiano,
84 de sangue e 23 de outros materials como de
secrecio pulmonar, ponta de cateter. secrecio de
orofaringe, abscesso, secrecdo do ouvido, urina e
secregiio ocular. A caracterizagfo da espécie foi
realizada baseando-se nas caracterfsticas bio-
quimicas apresentadas no "Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology" *.

Método de identificagdo soroldgica

Preparao de antissoro — Os antissoros feram
preparados utilizando-se as cepas-padric de P. ae-
ruginosa recebidas do Departamento de Satide do
Estado de Nova York, Estados Unidos. Para o
preparo dos antigenos, as cepas-padrdes foram
cultivadas em dgar triptona de soja por 18-20
horas, a 30°C em estufa. O crescimento bacteria-
ro, ressuspenso em solucio fisiolégica, fol ague-
cido a 100°C, por 2 horas e 30 minutos e, a se-
guir, lavado 3 vezes com solugio fisioldgica
estéril. Os antfgenos, contendo aproximadamente
5 x 10'° bactérias por mi, foram inoculados por
via endovenosa, em coelhos albinos com peso

seperior & 2,5 kg, O esquema de imunizagio foi
iniciado com 0,25 ml, seguido de 0,5, 1,0, 1.5 ¢
2,0 ml, com intervalo de 4 dias entre as inocu-
lagdesl?. A sangria dos coelhos foi feita 3 a 4
dias apds a dltima inoculagio. Os soros, apds
adicdo de mertiolate a 1/10.000, foram conserva-
dos a + 4°C. A titglagiio foi feita em limina e as
reaches cruzadas foram eliminadas através de ab-
sorgiio. Dos 17 soros sométicos especificos ob-
tidos foram preparados guatro soros polivalentes
com as seguintes constituighes,

Sorc polivalente A: 0:1 + 0:3 + 07 + G:8
Soro polivalente B: 0:2 + &:5 + (.9 + 0:16
Soro polivalente C: (h4 + 0:6 = 0:10 + 0:13
+ 14

Soro polivalente D 0:311 + 0012 + £:15 + (217

Identificagdo soroldgica - As cepas foram
cultivadas em dgar comum por 18-24 horas a
30°C, em estufa, Suspensdes bacterianas densas,
em solugdio fisiclégica, foram testadas em
limina, inicialmente com os soros polivalenies
e, a seguir, com os monovalentes,

Método de piccinotipia segundo FYFE et aliit®
As cepas-padrBes indicadoras foram recebidas
do Departamento de Bacteriologia da Universi-

dade de Edinburgh, Escdcia, Gra-Bretanha.

As cepas a serem testadas foram iscladas em

TABELA 1

Distribuicdo dos soretipos de P. Aeruginosa segundo os materiais

Cepas Material
Total Sangue LCR Outros
Sorotipo

Ne % N % N % Ne %
g; 17 8,72 10 11,91 5 5,68 2 8,69
14 7,18 4 4,76 8 9,09 2 6,69
03 5 2,56 3 3,57 1 1,14 1 4,35
04 1 3,59 2 2,38 6 6,82 0 9,00
gg 15 7,70 6 7,14 7 7,65 2 8,69
07 8 50 25,64 31 36,91 12 13,63 . 10,44
3 5 2,56 2 2,38 3 3,41 0 0,00
010 2 1,03 1 1,19 1 1,14 0 0,00
o11 19 9,74 2 2,38 17 19,32 o 0,00
016 30 20,51 13 15,48 19 21,59 7 30,44
13 6,67 g 19,71 3 3,41 1 4,33
NP 8 4,10 1 1,19 6 6,82 1 4,35
Total 198 100,0 84 100,060 88 100,00 23 100,00

LCR = Liguido cefalorraquidianc.
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dgar Columbia (Oxoid) e incubadas por 18 horas,
a 37°C, Para cada cepa, 1 coldnia isolada em pla-
ca fol suspensa em 1 ml de solugHo fisioldgics,
de maneira a conter 105—10? bactérias/ml; oito
placas de Petri contendo 10 ml de dgar triptona
de soja foram inoculadas em forma de spot com 1
ml de cada suspensio. Apés um periodo de incu-
bagiio de 6 horas, & 30°C, o crescimento bacte-
riano foi inativade pela exposigio aoc clo-
roférmio por 15 minutos. A predugio de
piocinas foi verificada pela inibicdo das cepas
indicadoras semeadas sobre os spofs. Cads cepa
indicadora foi culivada em 2 ml de calde comum,
sem agitagdo, durante 4 horas e, & seguir, 0,1 ml
de cada cultura fol misturada 2 2,53 ml de 4gar
semi-sélido contendo 1% de peptona e 0,5% de
Agar, Cada indculo que continha uma das 8 cepas
indicadoras foi vertide sobre a placa contendo os
spots das cepas em estudo. A determinagiio dos
piocinotipos foi baseada ne perfil de inibico
das 8 cepas indicadoras.

RESULTADOS

A aplicacio dos métodos de sorotipagem e
pilocinotipia foram considerados isoladamente, e
também associados como partes de um sistema
combinado de tipagem.

Das 195 cepas, 95,9% foram classificadas em

11 sorotipos, sendo 0:6 e (:11 os mais
freqilentemente encontrados com 25,64% e
20,54%, respectivamente (tabela 1).

Asravés do méodo de piocinotipia 89,76%
das cepas puderam ser tipadas; foram encontrados
em grandes proporgdes os piocinotipos 1, 3 e
10, perfazendo cerca de 90% das cepas tipadas;
5,13% foram produtoras de piccinas, porém nio
classificdveis e 5,13% nio produziram piocinas
{tabela 2).

As associagBes entre sorotipos e plocinotipos
estdo demonstradas na tabela 3, Verifica-se 100%
de associacho entre os sorotipos (11 e piocino-
tipe 16, sorotipo 0:5 e piocinotipo 1 e sorotipo
0:10 e piocinotipo 1; 92,9% dos sorotipos (:16
sio piocinotipo 1; 87,5% dos sorotipos (:4 s@o
piccinotipo 10; 80% dos sorotipes &7 sdo
piocinotipe 1; 60% dos sorctipos 0:6 sio
piocinotipe 3 e 60% de 0:3 sfo piocinotipo 5.

DISCUSSAQ

Entre os bacilos Gram-negativos envolvidos
em infeccbes nosccomiais, P. aeruginosa tem se
destacado como um dos responsdveis pela ocor-
réncia destas infecgbes.

Nos estudos epidemioldgicos, a wutilizacgio de
marcadores tem coniribuide na detecgiio de fontes

TABELA2

Ditribuigdo dos piocinotipos de P. aeruginosa segundo material

Cepas Material
Totai Sangue LCR Gutros
Piccinotipe
N2 Do N7 T N2 % Ne %

1 74 37,98 26 30,95 42 47,73 [ 26,08
3 34 17,44 19 22,62 G 16,23 6 26,08
5 3 1,54 z 2,38 - - 1 4,35
6 & 3,08 3 3,57 2 2,27 1 4,33
10 48 24,62 16 ,05 25 28,40 7 20,44
22 1 0,51 - - 1 1,14 - -
23 1 0,51 - - 1 1,14 .
33 3 1,54 H 19 1 i,14 1 4,35
35 1 0,51 i 19 - - - -
45 2 1,02 2 ,38 - - - -
50 1 0,51 1 19 - - - -
76 1 0,51 i ,19 - - - -
NC 16 5,13 5 ,95 4 4,58 1 4,35
ot 16 5,13 7 ,34 3 3,14 ~ B
Total 195 100,00 84 100,00 88 100,006 23 166,00

NC = Nio classificados.
NP = Nio produtoras.
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TABELA 3

Associagdo entre sorotipos e piocinotipos de P. aeruginosa

Cepas Tipos de Associagio
Sorotipe N Sorotipos/piocinotipos Ne %
01/Np 9 52,54
[} 17 GI/NT 5 29,41
01/p.22 1 5,88
G1/7.33 2 11,77
02 14 oz/p.1 13 92,86
02/P.3 i 7,14
03 5 Q3/P.5 3 60,00
03/P.35 H 26,00
G3/P.23 1 20,66
04 g 04/P.10 7 87,50
04/P.1 i 12,50
05 i5 05/P.1 15 100,00
05 36 06/P.3 30 60,00
06/P.6 6 12,00
O6/NT 3 10,00
06/P.1 4 8,60
06/P.45 2 4,60
06/P.76 H 2,00
06/P.33 1 2,00
06/P.50 1 2,00
07,8 5 07,8/P.1 4 80,00
07,8/P.10 H 20,00
09 2 09/P.1 2 100,00
010 19 QLO/P.1 39 160,00
011 39 011/P.10 39 100,00
016 13 016/P.1 12 92.31
016/P.3 1 7,69
NT* 8 NT®2.1 4 50,00
NT/P.3 2 25,00
NTA#.10 1 12,30
NI/NP 1 12,50
Fotal 193 195 109,060
NC = Nio tipgvel.
N = Nio produtora,

de contaminaciio e modos de disseminagio da P,
aeruginosa em ambientes hospitalares. Diferentes
sistemas t2m side milizados para tipar estes mi-
crorganismos e, enire eles, a sorotipagem e a

piccinotipia  tém sido  amplamente utili-
zadas 3588,12,13,26

O método de identificagiio soroldgica, baseado
no estudo dos antigenos somiticos, diferencia
atualmente as cepas de P.aeruginosa em 17 soro-
tipost?; os sorotipos 0:6 e 0:11 tém sido relata-
dos como alguns dos mais freqiientemente isola-
dos de casos de infeccdes * ¥ 25 faro este
observado também entre as cepas incluidas neste
estudo, Isoladas na sua grande maioria de cascs
de septicemia e meningite,

196

Como microrganisme oportunisia, gqualguer
sorotipo pode ser a causa de surtos de graves in-
fecgtes como foi observade por nés com o soro-
tipo 0:10, responsdvel por vérios casos de me-
ningite, acometendo principalmente criangas
meneres de um ano, ocorride em um hospital de
S3o Paulo, em 1974, durante a epidemia de me-
ningite meningocdcica.

O méiodo da piocinotipia, utilizado isclada-
mente on de forma associada & sorolipagem, intro-
duziu mais um importante marcador epidemioldgico
na caracierizacio de cepas de P, aeruginosa. Estudos
com sistemas combinados revelaram que algumas
asscciaghes existem entre determinados sorotipos
com tipos piocifnicos especificos! %728,
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As associagBes que foram encontradas entre
sorotipos e piocinotipos foram sigaificantes,
uma vez que pudemos verificar que cepas perten-
centes a um mesmo sorotipo podem pertencer a
piocinotipos diferentes. Assim, verificamos que
a maioria das cepas, sorotipo 0:6, que foi o mais
freqitente enire nds, estd associada ao pioeinoti-
pe 3 e o restanie das cepas estd dividido entre
ouiros piocinotipos, tratando-se portanto de ce-
pas diferentes. J4 a ocorréncia de 100% de asso-
ciagBo entre um sorotipe e um piocinotipo su-
gere tratar-se de uma mesma cepa, como oCorTe
com os sorotipos §:11 e piocinotipo 10; soroti-
po 0:5 e piocinotipo 1 e sorotipo 0:10 com pio-
cinotipo 1. Portanto, a caracterizaglo de cada um

dos 11 sorotipos em diferentes piocinotipos
mostra a importincia da utilizagcio conjunts
destes dois métodos de tipagem.
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ABSTRACT; 195 Pseudomonas aeruginosa sirains, most of them isolated from

blood and cerebro spinal fluid cultures, were serotyped by slide agglntination test, The
serotypes (:6 and 0:31 were the prevelent types with 25,64% and 20,54%
respeciively, The serotype 0:10 cansed a memingitis outbreak involving maily
children less than one year of age, in 1974 during meningococcal epidemic in S3o
Paglo City, By Fyfe piocina typing method, 12 plocine types were disclosed among
the serotypes with the predominance of pyocine types 1,3 and 10 that accounted for
almost 90% of all typed strains. It's stzessed the combined vse of the serological and
pyocine typing method in order to differenciate isolates belonping to the same

scrotype.

DESCRIPTOR: Pseudomonas aeruginosa, serotypes, pyocine types.
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