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INTRODUCCTION

Neisseria gonorrhoeae, Hemophilus influenzae y ---

Streptococcus pneumoniae son causa importante de enfermedad.

Por muchos afios se ha utilizado la penicilina como el anti-
bibtico de eleccién para el tratamiento de las infecciones produc_i_
das por estas bacterias. Sin embargo, durante los Gltimos 30
afios, la resistencia de diferentes microorganismos a la pe-
nicilina G, incluyendo a estos tres, ha aumentado gradual-
mente de manera que en la actualidad, por lo menos en el ca

sode N.gonorrhoeae, muchas cepas requieren dosis altas de pe

nicilina G para ser inhibidas (17).

Neisseria gonorrhoeae es el agente causal de la gono--

rrea y de algunos casos de oftalmia neonatorum y de infec-
ciones como artritis, cervicitis, salpingitis, septicemia Yy
otros. Antes de 1976 esta bacteria era altamente suscepti-
ble a la penicilina; sin embargo, en ese mismo afo se demos-
tré por primera vez, la existencia de gonococos resistentes
a este antibibtico (7,17). Aunque su prevalencia era baja,
en algunos grupos poblaclonales, el aislamiento de cepas re-
sistentes fue del 50% (17). Dicha resistencia usualmente
es debida a la produccibdn de la enzima beta-lactamasa la cual
es controlada genéticamente por un plasmidio (17,39). En

El Salvador, hasta donde se sabe, no se han realizado estu-



dios referentes al problema de las cepas de N. gonorrhoeae

resistentes a la penicilina.

Hemophilus influenzae, particularmente el tipo b, es

productor de infecciones supurativas respiratorias (sinusi-
tis, laringotraqueitis, epiglotitis), otitis y meningitis
en nifios pequefios (17). El1 contacto con pacientes que su-

fren la infeccibén clinica de H. influenzae es de escaso

riesgo para los adultos pero representa un verdadero ries-
go para los nifios menores de 4 afios (17). La tasa de mor-
talidad de meningitis provocada por H.influenzae puede lle-
gar hasta 90% (17). En los Estados Unidos por ejemplo, han
sido estimados 10,000 casos anuales de meningitis debido a
este organismo, de los cuales la mayoria ocurre en nifios
(20). En E1 Salvador se desconocen las cifras exactas en
relacién al nGmero de casos estimados por afio; sin embargo,
en un trabajo efectuado en el hospital de nifios Benjamin

Bloom, se encontrd que H. influenzae era el agente causal

de meningitis en un 10% de los casos (11).

En relacibén al problema de adquisicidén de resistencia

a los antibidéticos por H. influenzae, los resultados repor-

tados son muy variados. En general, la frecuencia de aisla-
miento de cepas resistentes en la poblacibén infantil, varia

entre los obtenidos por Syriopoulou y colaboradores de 16%



en Huntsville (37) y las de Nelson, de 22% en Dallas (29). Asi

como en el caso de N. gonorrhoeae, esta resistencia es conferi

da a H. influenzae por la produccién de beta-lactamasa contro-

lada por un plasmidio transmisible (17). Ennuestro pais cepas
resistentes a la penicilina (definidas como resistentes en base
a antibiogramas) se han reportado en nifios con una frecuencia
de un 23% (10); sin embargo, no se han realizado estudios de de-
teccidn de beta-lactamasa para atribuir la resistencia a esa

enzima.

Streptococcus pneumoniae es causa importante de diferen-

tes afecciones en el humano, tales como neumonia lobular, menin
gitis, otitis media, peritonitis, endocarditis y otras enferme
dades (3). Esta bacteria es muy sensible a los antimicrobianos
y el tratamiento temprano da por resultado una répida curacidn.
Sin embargo, en los 1ltimos afios, en Africa del Sur, Gran Bretafia
y Australia se han reportado neumococos resistentes a varios an-
tibibticos entre ellos penicilina, tetraciclina, eritromicinay
cloranfenicol (16,17). En Nueva Guineay Africa del Sur, han
ocurrido brotes de enfermedad por neumococos con gran resisten-
cia a la penicilina, con extensa diseminacidn de estos gérmenes
entre el personal de 1los hospitales (17). Aislamientos recientes

de S. pneumoniae relativamente resistentes a la penicilina han si

do encontrados hasta enun 3% en los Estados Unidos (16). Esta re
sistencia no se ha demostrado que sea debida a 1a produccibn de be-

ta-lactamasa. En El Salvador, afortunadamente la resistencia



del neumococo a la penicilina, no obstante el aparecimiento
ocasional de cepas resistentes, todavia no constituye un
problema serio. Por ejemplo, en un estudio efectuado en
nuestro pais en 1979 (10), en la poblacién infantil y basa-
do en antibiogramas, no se encontrd resistencia del S. pneu-

moniae a la penicilina, . pero si a la ampicilina en un 6.6%.

Como se ha sefialado arriba, los organismos de los gé-

neros Neisseria, Hemophilus y Streptococcus causan infeccio

nes en la mayor parte del mundo y nuestro pais no es la ---
excepcidén. Por ejemplo, en 1982 se reportaron en el labora
torio clinico del hospital general del Instituto Salvadore-

no del Seguro Social (I.S.S.S.), 32 casos de enfermedad por

N. gonorrhoeae, 2 por Hemophilus sp. y 39 por S. pneumo-

niae. La mayoria de las cepas de los primeros dos organis-

mos fueron sensibles a la penicilina pero se encontraron 2

cepas de N. gonorrhoeae resistentes a la penicilina y ampi-

cilina; no se estudidé la sensibilidad del S. pneumoniae a

los quimioterapéuticos. A pesar de la gran relevancia ---
médico—préctica que trene la resistencia de estas bacterias
a los antibidticos beta-lactdmicos, en este pais no se ha
investigado este fendémeno en forma sistemitica ni mucho me
nos se ha asociado esta caracteristica con la produccidn

de beta-lactamasa para conocer el mecanismo que explique

esta resistencia.



OBJETIVOS

1, Determinar la produccidbén de beta-lactamasa por
los métodos Acidométrico y Yodométrico Rapido en Tira de
Papel, en cepas bacterianas pertenecientes a las especies

Neisseria gonorrhoeae, Hemophilus influenzae y Streptoco-

ccus pneumoniae.

Sil Correlacionar la produccibén de beta-lactamasa con
la resistencia a los antibidticos presentada '"in vitro"
por estos microorganismos, determinada por el método de

Kirby-Bauer.

3. Evaluar la factibilidad de que en base a su efi-

ciencia, simplicidad y costo, alguna de las técnicas para
deteccidn de beta-lactamasa pueda ser incorporada al con-
junto de procedimientos rutinarios de estudio de las bac-

terias, en los laboratorios clinicos del pais.



MATERIALES Y METODOS

Cepas Bacterianas Estudiadas. Se estudiaron 100 cepas

bacterianas: 47 de Neisseria gonorrhoeae, 11 de Hemophilus

influenzae y 42 de Streptococcus pneumoniae, todas aisladas

de diferentes muestras clinicas provenientes de pacientes
hospitalizados y de consulta externa tanto del hospital ge-
neral del Instituto Salvadorefio del Seguro Social (I.S.S.S.)
como del hospital de nifios Benjamin Bloom (tabla 1). Todas
las muestras se 1nocularon en placas de agar chocolate* y
agar sangre* vy se incubaron en atmésfera del 10% de CO2 a
37°C durante 24 horas. Las colonias sospechosas fueron
examinadas por el método de Gram. Si la morfologia de los
microorganismos aislados Correspondia a la de alguna de --
las especies de interés para este estudio, se hicieron las
pruebas presuntivas y confirmativas del caso segin la meto-
dologia recomendada por la Asociacidén Americana de Microbio
logia (20). Despues de identificar la especie bacteriana
se determiné la susceptibilidad a los antimicrobianos por
el procedimiento de Kirby-Bauer (20) y se detectd la produc
cidén de la enzima beta-lactamasa por los métodos Acidomé-

trico y Yodométrico Rdpido en Tira de Papel (20).

* BBL Microbiology Systems, Cockeysville, Md., USA



Método Utilizado para Determinar la Susceptibilidad

a los Antimicrobianos

Se verificd la prueba estandarizada de difusibn en ---
agar, por el método de Kirby-Bauer (20). Se prepard una sus-
pensidn bacteriana en caldo de Miiller Hinton* de turbide:z
equivalente a la del tubo 0.5 de la escala de Mc. Farland
(20).

Con un asa estéril se tomd una muestra de esta suspensibn y
se inoculd la superficie de una placa de agar chocolate de

Miller Hinton, suplementado con 1% de Isovitalex* (3), de

tal forma que se pudiera obtener un crecimiento confluente.
Inmediatamente después se colocaron los discos conteniendo

penicilina y ampicilina en el &rea inoculada. Todo el mate
rial en estudio se incubbé en atmbésfera de 10% de CO2 por

18-24 horas a 37°C (20).

Métodos para Determinar la Produccibén de la Enzima

Beta-Lactamasa

Existen diferentes métodos para detectar la enzima --
beta-lactamasa producida por las bacterias. Estos procedi
mientos eval@an en forma indirecta, la resistencia a 1los
antibibticos beta-lactimicos como penicilina, ampicilina y

cefalosporina (19). Entre estos métodos se encuentran el

* BBL Microbiology Systems, Cockeysville, Md., USA



Yodométrico Rapido en Tira de Papel (20), el Acidométrico
(20), el método Cromogénico con Cefalosporina (2), Ensayo
Radioisotdpico (40) y otros. Para este estudio fueron se-
leccionados los métodos Yodométrico y Acidométrico, por ser
considerados los méds pricticos y mis facilmente reproduci-

bles. Ambos se detallan a continuacibdn:

Metodo Yodométrico Ré&pido en Tira de Papel: La inter-

accidn quimica de una solucidén de almidbén y yodo da lugar a
la formacibén de un complejo de color morado. Si a una solu-
cibén similar se le agrega penicilina y luego se mezcla una
suspensidén de bacterias productoras de penicilinasa, la enzima
producida por las bacterias actfia sobre la penicilina del
medio produciéndose el 4cido peniciloico, el cual reduce el
yodo a yoduro. Este (iltimo no reacciona con el almiddén, por
consiguiente no hay formacidén de complejo morado y desaparece
el que ya estéd formado, observéindose una decoloracidn de la

solucidn (21,30).

Procedimiento:

Para simplificar el método original se usan los reacti-

vos impregnados en tira de papel filtro (21,30).

a) Imprégnese una tira de papel filtro con una solucibn de
almiddén soluble y penicilina G potdsica. SatQirese con soO-

lucidén de lugol de gram; quitese el exceso de lugol colo--



cando las tiras en papel toalla absorbente o en una caja de

petri.

b) Inocllese con un asa los microorganismos a examinar, ex-
tendiéndolo en la tira de papel en forma circular cubrien

do un 4rea aproximadamente de 5 mms de didmetro.

c) Obsérvese 1 minuto. Si la bacteria produce beta-lactama
sa, el 4rea del sitio de inoculacidén se vuelve blanca. Si
permanece plrpura o se convierte en amarillo p4lido, consi-

dérese negativo.

Reactivos:

a) Lugol de gram: Cristales de yodo 1 gr.

Yoduro de potasio 2 gr.
Disuélvase completamente en 5 ml de agua destilada y agrégug
se:

Agua destilada 240 ml

Bicarbonato de sodio 5% 60 ml

mézclese y guirdese en frasco de vidrio 4mbar (3).

b) Sclucibén al 0.2% de almiddbén soluble en 1% de penicilina
(penicilina G potédsica para inyecciones):

1) Agréguese 0.1 gr de almidbén soluble a 45 ml de agua esté
ril desmineralizada. Caliéntese la solucibn hasta disolu-
cibn y déjese a temperatura de la habitacibn.

2) Disuélvase el contenido de un vial de penicilina G poté-

sica de 1 millén de unidades (U) por ml con 9.6 ml.
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de agua bidestilada para lograr una concentracibén de 100.000
U por ml. Agréguese 5 ml de esta solucién de penicilina ya
preparada, a la solucién homogénea de almiddén hasta alcanzar

una concentracidén final de 10,000 U por ml (30).

Preparacidén de las Tiras:

a) Cbébrtese papel filtro (whatman #3) en tiras de 5 x 1 cm.

b) Sumérjanse las tiras una por una en la mezcla de penicili-

na-almidén y escfirranse.
c) Déjense secar a temperatura ambiente.

d) Colbquense las tiras en frascos plédsticos y guldrdense a
-20°C, para evitar pérdida de actividad (son estables por

mis de un afio a -20°C). (2,30).

Este método tiene las ventajas siguientes: Es muy sen-
sible y confiable. La prueba puede ser realizada con las
colonias del aislamiento primario. Se pueden realizar 6-8
pruebas en una misma tira. No necesita de un pH determina
do. La esterilidad no es un factor indispensable para rea
lizar la prueba. Los reactivos son de un precio relativa-

mente bajo y ficiles de adquirir (30).

Método Acidométrico: Consiste en observar un cambio

de coloracibén que vira de rojo a amarillo al poner a reac-
cionar una suspensidén de bacterias productoras de penicili

nasa con el substrato que contiene penicilina G sbdica y
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rojo de fenol como indicador. La ruptura del anillo beta-
lactdmico da lugar a la produccidn de &cido peniciloico
cuyo pH es més 4cido que el de la penicilina y causa el cam

bio de color del indicador (8,20).

Procedimiento:

a) Prepirese una suspensidn espesa de bacterias a partir
de colonias obtenidas de un cultivo puro de cada cepa ais-
lada recientemente, con 0.05 ml. de solucibén salina estéril,
en pocitos de microcubetas o en tubos pequefios estériles,
hasta obtener una suspensibén equivalente a la del tubo #5

de la escala de Mc. Farland.

b) Mézclese 0.05 ml. de substrato que contiene penicilina
G sbdica y rojo de fenol.
Si la bacteria produce beta-lactamasa la mezcla cambiari

¢el color rojo al amarillo entre 1-15 minutos (20).

Reactivos:

a) Agréguese 2 ml. de una solucibén de rojo de fenol al 0.5%
(como indicador) a 16.6 ml. de agua destilada estéril e in-
yéctese esta mezcla a una ampolla de penicilina G sbdica de

20 53 106 U, recomendado para uso parenteral (20).

b) Transfiérase esta mezcla a un tubo de ensayo y agrégug

se NaOH 1 M gota a gota hasta alcanzar un pH de 8.5 lo --
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cual se pone de manifiesto por el desarrollo de un color

violeta (9,20).

c) Si la solucidn no se usa inmediatamente deberid guardar-

se congelada a -70°C (20).

Este método tiene las ventajas de ser econbmico, y de
que los materiales son féciles de adquirir. Sin embargo,
la preparacibén de los reactivos es un poco dificil porque
necesariamente debe ajustarse cuidadosamente el pH en un po
tencibémetro, y conservarlos estériles. El substrato debe

almacenarse a -70°C (9,20).



Fecha:

HOJA DE COLECCION DE DATOS DE PACIENTES INCLUIDOS EN EL ES-
TUDIO DE INFECCIONES CAUSADAS POR NEISSERIA GONORRHOEAE,
HEMOPHILUS INFLUENZAE Y STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE. LABORATO-
RIO CLINICO DEL ISSS Y DEL HOSPITAL DE NINOS BENJAMIN BLOOM.

Nombre del paciente:

NGmero de registro en el laboratorio:

Servicio:

Fecha de ingreso:
Fecha de alta:
Edad:

Sexo:

Motivo de ingreso:

Diagndstico definitivo:

Tipo de infeccibn: a) aguda
b) crénica
Localizacibén de la infeccidén: a) local
b) general

Tratamiento previo al ingreso:

Infeccidén ha sido adquirida fuera o dentro del hospital?

Sintomatologia: fiebre, cefalea, dolor, tos, disnea, disuria.

Tipo de tratamiento intrahospitalario?

Respondid al tratamiento intrahospitalario? Si
No

FECHA DE TOMA DE MUESTRA PARA CULTIVO:
FECHA DE RESULTADO DEL CULTIVO:
SENSIBILIDAD BACTERIANA:

PRODUCCION DE BETA-LACTAMASA:

METODO YODOMETRICO:

METODO ACIDOMETRICO:
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RESULTADOS

Las muestras de diferentes regiones anatémicas prove-
nian de 87 pacientes atendidos en el I.S.S.S. (36 hospitali
zados y 51 ambulatorios) y 13 en el hospital de nifios Benja

min Bloom (12 hospitalizados y 1 ambulatorio) (Tabla 1).

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos
con las 100 cepas bacterianas cuya produccibdn de la enzima
beta-lactamasa se estudid por las pruebas acidométrica vy
yodométrica. La produccién de la beta-lactamasa se detectd

sbélo en 3 cepas, de las cuales 2 fueron de N. gonorrhoeae y

1 de S. pneumoniae. No se encontré en ninguna de H. in-
fluenzae.

La produccidén de beta-lactamasa fue detectada en todas las
cepas positivas con las dos técnicas utilizadas.

De las dos cepas de N. gonorrhoeae productoras de beta-lac-

tamasa, la primera se obtuvo de secrecibén oftélmica de un
paciente hospitalizado; la segunda, de secrecidn uretral de

un paciente ambulatorio. La cepa de S. pneumoniae beta-lac

tamasa positiva fue aislada de una muestra de esputo de un
paciente hospitalizado. Todos los pacientes de los cuales
se aislaron cepas productoras de beta-lactamasa fueron del

sexo masculino.
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En la Tabla 3, se presenta la correlacién entre la pro
duccidn de beta-lactamasa y la sensibilidad o resistencia a
los dos antibibticos beta-lactdmicos utilizados (penicilina
y ampicilina). Como se puede ver, en el caso de N. gono-

rrhoeae y S. pneumoniae, las 3 cepas productoras de beta-

lactamasa mostraron resistencia tanto a la penicilina como
a la ampicilina. Las cepas negativas todas fueron sensi-
bles a ambos antibibéticos, con excepcidén de una cepa de ca-
da una de esas especies que presentd resistencia a la peni-
Cilina y a la ampicilina sin produccidén de beta-lactamasa.

En el caso de H. influenzae no se detectd produccién de

beta-lactamasa, pero si se encontraron cepas resistentes.
En la tabla 4 se presenta la distribucibdn de las cepas de

H. influenzae encontrados sensibles y/o resistentes a la pe

nicilina y ampicilina. Esta tabla muestra que 4 cepas de

H. influenzae fueron resistentes a la penicilina y al mismo

tiempo (las mismas cepas) sensibles a la ampicilina, 3 ce-
pas fueron resistentes a los dos antibibticos; otras 3 ce-
pas, sensibles a ambos y 1 cepa fue sensible a la penicili
na y resistente a la ampicilina (en total 11 cepas de H.

influenzae).

El tiempo de reaccidn requerido por los dos procedi-
mientos empleados para la determinacidén de beta-lactamasa

fue diferente. El1 método Yodométrico requirid menos tiem-
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po para dar una reaccidén visible, el tiempo minimo fue de
30 segundos y el médximo de 7 minutos. Para el método Acido
métrico, el tiempo minimo fue de 1 minuto y el méximo fue
de 15 minutos. En la tabla 5 se detallan los tiempos reque

ridos por cada una de las cepas positivas para dar visible

la reaccibn.



TABLA 1

Origen de los diferentes tipos de muestras clinicas obtenidas de 100 pacientes intra y extra hospitalarios

ORIGEN TIPO DE MUESTRA NUMERO DE MUESTRAS CEPAS BACTERIANAS
- Aparato Genito Urinario - Secrecibn vaginal 4 - N. gonorrhoeae
- it uterina 1 -
= " endometrial 1 S "
- It uretral 30 = B "
= ! vulvar 1 = !
= " cervical 1 = "
- Glandula Skene 1 - r
- Orina 2 - U "
1 - S. pneumoniae
- Semen ) - N. gonorrhoeae
- Aparato Respiratorio - Esputo 16 - S. pneumoniae
- Secrecidén faringea 10 - A
- Secrecidn nasal 3 - " "
- Secrecidn bronquial 1 - H
- Sistema Hematopoyético - Sangre 5 - "
1 - N. gonorrhoeae
- Sistema Nervioso - Liquido cefalorraquideo 4 - S. pneumoniae
5 - H. infTuenzae
- " subdural 1 - M "
- Otros - Secrecidén oft4lmica 7 - " i
2 - S. pneumoniae
3 - N. onorrhoeae
- Liquido articular 2 - H. influenzae

LT



TABLA 2

Resultados de las pruebas Acidométricas y Yodométricas para la detectacidn

de beta-lactamasa en 100 cepas bacterianas estudiadas.

Prueba de beta-lactamasa *

Especie # Cepas

Bacteriana Estudiadas Positiva % Negativa %
N. gonorrhoeae 47 2 (4.25) 45 ( 95.74)
S. pneumoniae 42 1 (2.38) 41 ( 97.62)
H. influenzae 11 0 (0.0 ) 11 (100.00)

* Los cultivos positivos de N. gonorrhoeae y de S. pneumoniae

tivos a los dos métodos.

fueron posi-

8T



TABLA 3

Correlacibén entre la sensibilidad y la resistencia a los antibilticos beta-lacté-

micos dada por la produccidén de beta-lactamasa en los diferentes tipos de bacterias

estudiadas.

Especie Produccidn de Penicilina Ampicilina . .
Bacteriana Beta-lactamasa i R S R LOEaL NCEepats
N. gonorrhoeae Positiva 0 2 0 2 7

Negativa 44 1 44 1 45
S. pneumoniae Positivo 0 1 0 1 iL
Negativo 40 1 40 1 41
H. influenzae Positivo 0 0 0 0 )
Negativo 4 7 7 4 il

*S y R significan sensible y resistente, respectivamente.

61



TABLA 4

Distribucidn de las cepas de H. influenzae encontradas sensibles y/o resistentes

a la penicilina y ampicilina.

Especie Antibidticos Penicilina Ampicilina
Bacteriana S R S R Total de Cepas
H. influenzae 4 4 4
3 3 3
3 3 3
1 1 1

*§ y R significan sensible y resistente, respectivamente.
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TABLA 5

Tiempo de reaccibén requerido por los métodos empleados para la deteccidn
de Beta-lactamasa.

Métodos
Cepa bacteriana Yodométrico

Acidométrico

N. gonorrhoeae

30 segundos

1 minuto
N. gonorrhoeae

1 minuto

3 minutos
S. pneumoniae

7 minutos 15 minutos




22

DISCUSTION

La observacidén empirica y la evaluacidén de la resisten
cia bacteriana a los antimicrobianos, preferentemente en -
los grandes hospitales de la mayor parte del mundo, ha reve
lado un aumento en la frecuencia de infecciones graves pro-
ducidas por diversas cepas bacterianas resistentes a los --
antibibéticos (28). La presencia de este problema se eviden
cia por el gran nGmero de publicaciones cientificas prove-
nientes tanto de paises industrializados como de aquellos
en vias de desarrolle (2,6,7,9,12,13,16,21,26,29,31,32).

En El1 Salvador el S. aureus, por ser uno de los agentes mis
comunes en la produccibén de infecciones nosocomiales, ha si
do el primero y el mids extensamente estudiado en el aspecto

de la resistencia bacteriana a los firmacos (1).

En relacibén al problema de la resistencia a los antimi
crobianos presentada por cepas comGnmente aisladas en los
centros hospitalarios del pails, hasta hace poco habia sido
poco estudiada. Sin embargo, Alvarez Jiménez y colaborado-
res (1) trabajando con muestras de pacientes tanto hospita-
lizados como ambulatorios del ISSS, reportaron que el 95%
de cepas de S. aureus eran resistentes a la penicilina, am-
picilina y productoras de beta-lactamasa. Estas mismas ce-

4

pas fueron sensibles a cefalosporina (1).
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Otras especies como N. gonorrhoeae, S. pneumoniae y H.

influenzae a pesar que se sabe que pueden ser resistentes a

los antibibéticos betalactimicos (17,18,31,32) no han recibi
do igual atencidn, al menos en este pais. Por ésto, el pre
sente trabajo se encamind a revelar cuidl es la situacibn de
resistencia a los antibibticos beta-lactidmicos por cepas de

estas tres especies bacterianas en particular.

En este estudio dos cepas (4.25%) de 47 estudiadas de

N. gonorrhoeae, 1 cepa (2.38%) de 42 de S. pneumoniae y nin

guna de H. influenzae de 11 analizadas produjo la enzima.

Vale la pena mencionar que los resultados reportados en --
otros paises en relacibén a estos 3 microorganismos difieren

de los nuestres. Con relacibén a N. gonorrhoeae, en Liver-

pocl, las cepas productoras de beta-lactamasa llegaron a
constituir en 1976, el 9% de las cepas aisladas (31). En
algunas zonas de las Filipinas, para ese mismo afio, la pre-
valencia de cepas productoras de la enzima varib de 30 a
40% (31).

En Bangkok, Brown y colaboradores (7) encontraron 42% de

cepas de N. gonorrhoeae productoras de penicilinasa y en

los Estados Unidos, Kilpatrick (18) reportd 53% de cepas de

N. gonorrhoeae productoras de beta-lactamasa.

Con relacibén a S. pneumoniae, las cepas resistentes a malti

ples antibibticos se han aislado en Africa del Sur y en los

Estados Unidos (17,32). En Denver, Istre y colaboradores
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aislaron neumococos resistentes a la penicilina en un 6.9%
(16). En la literatura revisada no hemos encontrado repor-

tes de S. pneumoniae productor de beta-lactamasa. La cepa

que nosotros encontramos con esa propiedaa requirid 7 minu-
tos por el método Yodométrico y 15 minutos por el Acidomé-
trico para producir niveles detectables de la enzima. Es
posible que eso se deba a una produccibdn muy escasa de beta-
lactamasa o a que la actividad enzimdtica sea menor que la
de otras beta-lactamasas. Ya otros autores han mencionado
la heterogeneidad de estas enzimas cuyas propiedades pueden
variar segln la cepa que las produce (22,25). En todo ca-
so, este hallazgo indica la necesidad de estudiar en mayor

nGmero de cepas de S. pneumoniae, la capacidad de produc-

cién de beta-lactamasa.

Con respecto a H. influenzae, se ha indicado que en diferen

tes zonas geogrdficas existe una creciente frecuencia de ce
pas productoras de beta-lactamasa, en.una proporcibén que va
ria del 10 al 35% (32,33). En Dallas, ha habido un constan
te incremento en la frecuencia con que se aislan estas ce-
pas hasta alcanzar niveles de prevalencia del 22% en la po-
blacibén infantil (29).

Lasdiferencias entre los resultados de los autores citados
y los hallazgos del presente trabajo podrian explicarse, en

parte, por las diferencias existentes entre los grupos de

individuos estudiados. Por ejemplo, haciendo referencia a




N. gonorrhoeae, Kilpatrick (18) y Brown y colaboradores (7)

trabajaron solamente con adultos atendidos en algunos casos,
especificamente en clinicas de enfermedades venéreas. Se ha
observado que en estos pacientes el hallazgo de cepas resis-

tentes de N. gonorrhoeae es mis frecuente. En la presente

investigacién se trabajd con adultos y con nifios provenien-
tes de hospitales de consulta general. Con respecto al S.

pneumoniae, el estudio de Istre y colaboradores (16), se ---

llevd a cabo sbdlo con muestras clinicas de sangre y liquido
cefalorraquideo. En el presente trabajo, los cultivos ais-
lados se obtuvieron de diferentes muestras provenientes en
la mayoria de casos de infecciones localizadas. En rela-

cibén a H. influenzae, en uno de los trabajos ya citados (29)

se investigbd la resistencia de dicha bacteria en especimenes
clinicos provenientes Gnicamente de nifios afectados de menin
gitis y artritis. Nuestra investigacibén fue hecha, sin em-

bargo, como ya lo mencionamos anteriormente, en adultos prin
cipalmente y en nifios en menor proporcibdn, con muestras pro-
venientes de infecciones localizadas en la mayoria de los ca
sos. Como se sabe, las infecciones generalizadas usualmente

son producidas por cepas de H. influenzae resistentes a los

antibidticos beta-lactémicos (14).
En conclusibén, nuestros resultados sugieren que,al menos pa-
ra el grupo de pacientes estudiados, el problema de resisten

cia a los antibidticos beta-lactdmicos presentado  por ---
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las cepas aisladas en este estudio, aparentemente no es ---
alarmante y es mucho menor que los resultados reportados en
otros paises. Sin embargo, podria tener importancia epide-
miolbgica, si tomamos en cuenta que la poblacibn en general
de nuestro pais tiene aproximadamente 4.5 millones de habi-
tantes, la mayoria de ellos con un nivel socio-econbmico vy

adquisitivo muy bajo.

Lo discutido arriba es un intento de explicacién de
las diferencias entre lo observado en este trabajo y los --
trabajos mencionados, pero queda la interrogante del por --
qué estas bacterias han desarrollado resistencia en forma
notable a los antibibticos en otras partes del mundo, y no
lo han hecho en nuestro pais. Una posible explicacibn es
la siguiente: Las cepas en este pais no estin infectadas
por el plasmidio transmisible que transporta el gene deter
minante de la enzima. El hecho de que la beta-lactamasa
sea inducible no es explicacidén, ya que en El1 Salvador se
usan ampliamente los antibidticos beta-lactdmicos que son
los inductores de la enzima. Es posible también, que en
la actualidad estas bacterias sean potencialmente resisten-
tes y que tengan la habilidad de producir la beta-lactama-
sa, aunque no lo hayan manifestado todavia en forma alar-
mante. Apoyando esta posibilidad tenemos el trabajo de
Hafiz y colaboradores (13). En 1940, antes del descubri-

miento de la penicilina, estos autores encontraron una cepa de



N. gonorrhoecae productora de beta-lactamasa. Esto sugiere

que los gonococos tenian el potencial de producir la enzima,
al menos desde entonces, pero fue hasta en 1976, debido al
uso aumentado de los antibibticos beta-lactémicos (35),

que en las Filipinas se reportd por primera vez el aisla-
miento de gonococos productores de beta-lactamasa y resis-

tentes a la penicilina (7,13,17,20,38).

Algunos investigadores sefalan otra posibilidad, al
menos para el caso de H. influenzae (6), y es la de encon-
trar resultados falso negativos debido a la utilizacidn de
inéculos demasiado pequefios como para producir cantidades
detectables de la enzima, al realizar los procedimientos de
laboratorio empleados en este trabajo. En todo caso, todas
estas explicaciones no son sino solo especulacicnes y cual-

quiera o ninguna de ellas podria ser valida.

En relacién al hecho de que con cierta frecuencia cn
las bacterias se encuentra resistencia sin asociacibn apa-
rente a la produccidén de beta-lactamasa, en este estudio se

obtuvo una cepa de N. gonorrhoeae y otra de S. pneumoniae

resistentes ambas, a la penicilina y a la ampicilina sin
produccibén de beta-lactamasa (tabla 3). Ademids, de las 11

cepas investigadas de H. influenzae, 8 cepas presentaron re

.

sistencia pero ninguna produjo la enzima (tabla 4). El por

centaje de 72.7% de cepas de H. influenzae resistentes a
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los dos o a un antibidtico sin produccidén concomitante de -
beta-lactamasa es elevado. En la literatura investigada no
se encontrd algo similar ya que los reportes publican ci-
fras entre 0.41 y 10% de cepas resistentes a los antibibti-
cos sin produccibén de la enzima (26,30). Aparentemente es-
tos resultados no se debena la falta de sensibilidad de los
procedimientos empleados en este estudio para detectar la
enzima, ya que es bien conocido que estos métodos son extra
ordinariamente sensibles (2,20,21,30). Como posible expli-
cacién se puede especular que los cultivos aislados pertene
cen a una misma especie que esté infectando a varios indivi
duos. Se cree que éste sea el caso porque dichas cepas fue
fon aisladas casi todas de nifios quienes en su mayoria.(7 en to
tal) estuvieron hospitalizados durante el mismo periodo =
(Agosto-Septiembre de 1983), y en la misma érea hospitala-
ria. Sin embargo, el hecho de que los patrones de resisten-
cia presentados por estos cultivos no fue el mismo, es un
argumento en contra de esta posibilidad. Es posible tam-

bién que en algunas de las especies del género Hemophilus,

la resistencia a los antimicrobianos beta—lactémicos no se
debe a la produccién de enzimas. Un ejemplo notable de es
te caso lo reporta Oberhofer y colaboradores (30) para H.

parainfluenzae. Estos autores encontraron que el 91% de

esta bacteria era resistente a la penicilina sin producir

la enzima beta-lactamasa. Finalmente, es posible que en to
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dos los casos la resistencia se deba a mecanismos intrinse-
cos, tal como lo describen en su trabajo Sabat y colaborado
res (34), quienes afirman que la resistencia intrinseca a

la penicilina se presenta tanto en N. gonorrhoeae, como tam

bién en S. pneumoniae y H. influenzae. Incluso afirman que

la mayoria de H. influenzae no producen ninguna beta-lacta-

masa a(n cuando sean resistentes a los antimicrobianos ---
beta-lactimicos. Debe aclararse que las publicaciones per-
tinentes al tema, que contradicen las afirmaciones de Sabat
son muchas (4,5,17,20,26,29). El mecanismo de resistencia
intrinseco todavia permanece mal definido o es desconocido
(26,34), pero se cree que podria deberse principalmente a
una reduccidén en la permeabilidad celular al antibibdtico, o
a la ausencia de receptores para la penicilina (17,26), o a

sintesis insuficiente del peptidoglican de la pared celular

(17,35).

El hallazgo observado con H. influenzae en cuanto a --

que una misma cepa presentaba resistencia a uno de los anti
bidticos beta-lactidmicos utilizados y simultineamente sensi
bilidad, al otro (tabla 4), parecen indicar que existen en

esa bacteria, probablemente, mecanismos de resistencia dife

rentes para los dos antibibticos (4,30).
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La correlacibén obtenida entre los dos métodos utiliza-

para detectar la enzima, fue del 100% en cuanto a sensi

bilidad y especificidad. Asi, los cultivos productores de

beta-lactamasa, fueron positivos tanto por el método Acido-

métrico como por el Yodométrico Ridpido en Tira de Papel; --

los

cultivos negativos lo fueron por ambos métodos. Otros

investigadores, reportaron resultados iguales a éstos (21,

30).

res
Sin

vas

Los tiempos de reaccidén requeridos por los procedimien
empleados para la deteccidn de la enzima, fueron simila

a los de otros autores en el caso de N. gonorrhoeae (2).

embargo, no se pueden hacer comparaciones significati-

con otros trabajos debido a que el nGmero de cepas pro-

ductoras de beta-lactamasa en este estudio fue muy pequefio.

La experiencia en este trabajo fue que los dos proce-

dimientos empleados para detectar la enzima dieron iguales

resultados. Sin embargo, al comparar los dos métodos, el

Yodométrico Ripido en Tira de Papel lo encontramos mis ven-

tajoso, por ser mas prictico y econdmico, ya que el uso de

las

tiras reactivas facilita la prueba, asi como también,

el hecho de no necesitar esterilizacibén ni de un pH deter-

minado. El método Acidométrico en cambio, lo encontramos

Z
mas

dificil de realizar porque este método si necesita la
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utilizacibén de un potencibdmetro para determinar el pH, ade-
mAs, necesita conservar estériles los reactivos, y que las
cantidades de reactivos se utilicen en volimenes precisos,
lo cual implica mds trabajo para la realizacidn de la técni
ca.

Por lo expuesto en el pirrafo anterior se concluye que en
nuestro medio, dadas las limitaciones econdmicas y las difi
cultades para importar reactivos y equipo, la Prueba Yodomé
trica Rapida en Tira de Papel, resulta ser la mis practica
para ser utilizada como prueba de rutina en los laborato-

rios de microbiologia del pais.

— . - S
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CONCLUSIONES

1. Los hallazgos del presente trabajo sugieren que, al me-
nos para el grupo de pacientes estudiados, el problema
de resistencia a los antibibdticos beta-lactamicos pre-
sentado por las cepas estudiadas, es mucho menor que los

resultados reportados en otros paises.

2. Los procedimientos Acidométrico y Yodométrico fueron ---
igualmente eficaces para la deteccidén de beta-lactamasa

producida por N. gonorrhoeae y S. pneumoniae mostrando

excelente correlacidn con los resultados obtenidos en
la prueba de sensibilidad a los antibibticos por el méto

do estandarizado de Kirby-Bauer.
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y Streptococcus pneumoniae, para conocer

si el problema

es estable o presenta variacibn.
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