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RESUMEN

Se estudiaron 500 cepas d. Staphylococcus aureus provenientes de pa-

cientes del Hospital General del I. S. S. S. con el fin de investigar -
en ellas la produccidon de beta lactamasa. Los resultados demostraron que
el 95% de las cepas fueron productoras de la enzima. Ademds se determi
né que la positividad a beta lactamasa fue similar en los pacientes hos

pitalizados (96%) y en 1los ambulatorios (94%).

E1 tipo de muestra que predomind en pacientes ambulatorios fue la --
del aparato respiratorio, en pacientes hospitalizados Tas muestras de -

piel. (En los recién nacidos lesiones de impétigo).

El porcentaje de positividad de acuerdo al sexo resultd casi iqual -
en individuos del sexo masculino y femenino (95% y 94% respectivamente).

En los recién nacidos el porcentaje de positividad fue 100%.

Se demostro que el Staphylococcus aureus es altamente resistente ---

(97%) a penicilina y ampicilina y a la vez productor de beta lactamasa.
La resistencia es debida a la presencia de plasmidios, y la amplia dise
minacidn a la seleccion que provoca el uso indebido de antibidticos. La
situacion con la cefalosporina, como era de esperarse fue diferente pues
la mayoria de cepas fueron sensibles (93%) a pesar de ser productoras -

de beta lactamasa.

Los métodos utilizados para la deteccidn de beta lactamasa fueron el

acidométrico y el yodométrico rapido en tira de papel. Se observd que



hubo correlacion de 100% entre ambos métodos; todas las cepas positivas
0 negativas en el método acidométrico lo fueron también con el yodomé-

trico.

Se notd que la preparacion de materiales y reactivos para el método
yodométrico fue fdcil, prdactica y muy econdémica. Ademds, los reactivos
fueron estables a la temperatura del congelador del refrigerados (-6°C)
durante 6 meses. E1 método acidométrico requiere de material estéril,
es mas dificil de preparar y el sustrato de penicilina se inactiva des-
pués de una semana a -6°C. Ademds, el tiempo de reaccidén de la prueba

es mas prolongado.

El método yodométrico rapido en tira de papel, por su simplicidad y
por -proporcionar informacidn en forma rapida sobre la resistencia bacte
riana a la penicilina, se recomienda sea verificado con las cepas de --

Staphylococcus aureus en los laboratorios clinicos donde se trabaje bac

teriologia.



INTRODUCCTION

Staphylococcus aureus es una de las bacterias que provoca un serio -

problema de terapia antimicrobiana, debido a su habilidad para'desarro—
1lar diferentes mecanismos de resistencia a las penicilinas y otros an-
tibidticos (23,26,30,31). Estudios hechos en Estados Unidos demues-

tran que entre el 60-90% de cepas de Staphylococcus aureus son resisten

tes a la penicilina (6,7).

En general, se considera que ei desarrollo de resistencia de Tlas bac
terias a los antibidticos es debido a que sufren cambios genéticos he
reditarios que van de generacidn en generacion. La alteracion del mate-
rial genético puede ser transferida de unos microorganismos a otros, por
diferentes mecanismos. Los cocos gram positivos utilizan los mecanis--
mos de mutacion, transformacion y transduccién y a los bacilos gram ne-
gativos se les agrega ademas el mecanismqwde conjugacién (7). E1 desa--
rrollo de resistencia puede ser explicado por Tos siguientes medios:

1. Que la bacteria elabore una enzima que metabolice el medicamento,
por ejemplo, que la bacteria produzca penicilinasa que destruye la peni
cilina (7).

2. Que la bacteria sufra alteracion en su permeabilidad con respecto
al medicamento (7).

3. Que exista alguna alteracion en la cantidad de receptores de la -
bacteria para la droga o en la forma como el medicamento se une a la --

bacteria (7).



En particular, en lo que se refiere al Staphylococcus aureus y su in

teraccidn con los medicamentos, se han observado los siguientes fenOme-

nos:

1. Tolerancia. En este caso hay una disociacidn entre la concentra--
cién inhibitoria minima (CIM), que es la minima cantidad de antibidoti
co capaz de inhibir el crecimiento'béétefiano, y la concentracidn bacte
ricida minima (CBM), que es la minima cantidad de antibidtico capaz -
de matar a la bacteria; esto se manifiesta por un valor alto de la rela
cién CBM/CIM, alrededor de 32 o mds (30,31). Fleming en su descripcidn
original de Ta penicilina noté que la cantidad de antimicrobiano necesa
ria para inhibir (CIM) y la necesaria para matar (CBM) eran casi iqua--
les o sea que la relacién entre CBM/CIM era igual a 1 (30,31). Poste--

PR
riormente Best y colaboradores (30) demostraron que algunas cepas de --

Staphylococcus mostraban disociacion entre CBM/CIM en referencia a la -

penicilina. Esto se debe a factores que causan disminucién en la acti-
vidad de los sistemas autoliticos de esas bacterias, 1o cual Sabath y -
colaboradores (30) han demostrado que es debido a la persistencia de un
factor inhibidor de Tas autolisinas bacterianas. Esto determina que la
bacteria no sufra 1isis cuando el antibidtico se da en dosis bajas lo
que causa ineficacia en la terapia. En la prdctica la mayoria de cepas

de Staphylococcus aureus presentan una relacién CBM/CIM que oscila en--

tre 1 y 4 y relativamente pocas cepas dan una relacion cerca de 32, ex-
cepto las capas tolerantes que dan relacién de 32 o mas (30,31,32). Lla

tolerancia es de caracter inestable. Bradley y asociados han presenta-



do evidencias de que 10s bacterigfagos pueden transferir la tolerancia

de una cepa a otra (30).

2. Mecanismos intrinsecos. Estos son inherentes a la bacteria y su

mecanismo no se conoce bien hasta el momento. Factores fisicos y quimi
cos del medio que rodea a la bacteria como: pH, Tuz, agentes quelantes,
acidez y alcalinidad que intervienen en la expresion fenotipica de la -

resistencia (30,31). Un ejemplo es la resistencia del Staphylococcus -

a la meticilina.

3. La produccidn de l1a enzima beta lactamasa (penicilinasa). Inacti

va los farmacos betalactamicos antes que estos hayan causado cambios --
irreversibles en Ta célula bacteriana (30,31). La penicilinasa es una -
enzima que puede ser inducida o constitutiva. En forma inductiva la --

producen diferentes microorganismos como los Staphylococcus, Escherichia

coli, Proteus, Pseudomona aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis, Bacte-

roides y varias especies de Bacillus. Esta enzima actda rompiendo el -
anillo betalactdmico del antibidtico entre los datomos de carbono 5 y ni
trégeno 4 dando lugar a Ta formacion de dcido peniciloico, quedando inac

tivado el antibidtico (6,7,24). (llustrado en pagina iv).

E1 problema de las infecciones hospitalarias se debe a bacterias que
habitan en el ambiente o que colonizan al personal del hospital; esas -
bacterias con frecuencia son resistentes a los antibidticos. Entre ellas

son de especial importancia los Staphylococcus resistentes a la penicili

na que con frecuencia-causan infecciones de heridas, de faringe, lesiones
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cutdneas y otros tipos de infecciones (6,27). Se ha demostrado que algu

nos de los Staphylococcus responsables de enfermedades hospitalarias -

son cepas correspondientes a los grupos I y III bacteriofdgico (6). --
Probablemente esto se debe a que sintetizan Ta penicilinasa A y C que
tienen alta eficiencia fisioldgica. Las infecciones intrahospitalarias

producidas por el Staphylococcus son de mucho interés e importancia, --

porque con frecuencia se desarrollan en individuos con otros procesos -
patoldgicos subyacentes, a consecuencia de los cuales tienen deprimida

sus defensas inmunoldgicas y alterado su estado nutricional (28).

La demostracidon de la resistencia de las bacterias a los antibidti-
cos, cuyos resultados sirven de guia para la eleccion del medicamento
adecuado para combatir al microorganismo causante de la infeccidn, es
extraordinariamente importante para iniciar una terapia efectiva que
evite que los microorganismos produzcan lesiones o cambios fisioldgicos

irreversibles (4,22).

Entre los métodos que se usan para determinar la susceptibilidad de

un microorganismo a 10s quimioterapicos estan:

1. E1 método de dilucidn seriada en tubo.

2. El método de dilucidn en placa.

3. E1 método de difusidn en placa de agar con discos (método del --
disco de Kirby-Bauer) (3).

o

Cada método tiene sus ventajas y desventajas; pero el que tiene ma-

yor aceptacion es el método de difusidn con discos (Kirby-Bauer) pues



es simple, reproducible y los rasultados ofrecen buena correlacidn con
la concentracion inhibitoria minima (4). Estos métodos se utilizan pa-
ra evaluar la susceptibilidad a varios antibidticos, entre ellos las pe
nicilinas y cefalosporinas. Existen también otros métodos para detec-
tar en forma indirecta el potencial de presentar resistencia a los anti
biéticos beta-lactdmicos (penicilina G, ampicilina y cefalosporina) que

pueden tener algunas bacterias (Staphylococcus, E. coli). Entre ellos

estan el método cromogénico con cefalosporina, el método acidométrico y

el método yodométrico (17).

1. E1 método cromogénico con cefalosporina, se basa en el viraje de

color del amarillo al rojo al poner en contacto una cefalosporina cromo
génica (nitrocefin) con una bacteria productora de beta lactamasa (5).
Este método tiene Tas ventajas de que el sustrato es estable por varias
semanas a temperatura de refrigeracién, que el tiempo de reaccién de la
prueba es rapida (10 mihutOS) y que se realiza a temperatura ambiente.

Sin embargo, los reactivos son caros y dificiles de obtener (17).

2. E1 método acidométrico, consiste en la produccién de un viraje -

del color del indicador rojo de fenol que vira de rojo a amarillo al -
reaccionar una suspension de bacterias productoras de penicilinasa con
el sustrato que contiene penicilina G s6dica y rojo de fenol como indi
cador. La ruptura del anillo betalactamico da Tugar a la produccion -
de dcido peniciloico que acidifica el pH de la solucién de penicilina

y causa el cambio de color del indicador (17). Este método utiliza mé-

teriales baratos y fdciles de adgquirir. Detecta la enzima en todos los



microorganismos que la producen y la pigmentacién de las colonias no al
tera los resultados (17). Tiene como desventajas que es un tanto diff-
cil la preparacion de los reactivos siendo necesario ajustar cuidadosa-
mente el pH y mantener la esterilidad de los reactivos. EI sustrato de

be almacenarse a temperatura de -20°C.

3. E1 método yodométrico, consiste en la interferencia de la enzima

beta lactamasa en la interaccidén del almiddn con el yodo. La interac-
ci6n quimica de una solucién de almiddn y penicilina con yodo da lugar
a la formacion de un complejo de color morado. Al agregar a esta mez--
cla una suspensidn de bacterias productoras de penicilinasa, ésta actia
sobre la penicilina produciendo el dcido peniciloico, el cual reduce el
yodo a yoduro. Este Gltimo no reacciona con el almiddn, por consiguien
te no hay mas formacién de complejo morado y desaparece el que ya estd
formado, observandose una decoloracién de la solucion. E1 método yodo-
métrico es muy sensible y confiable. Con el propésito de simplificarlo
se han hecho varias modificaciones a ese método en las que se usan los
mismos reactivos, pero impregnados en tiras de papel filtro (16,24). -
E1 método rdpido yodométrico en tira de papel se ha utilizado para detec

tar la beta lactamasa producida por las cepas de Staphylococcus, Neisse

ria, y Haemophilus. Tiene las ventajas de que no necesita que se ajuste

pH y la esterilidad no es un factor indispensable para realizarlo. Las
tiras de papel son estables por mas de un ano a -20°C. Esta prueba pue
de ser realizada inmediatamente después del aislamiento de la bacteria

y requiere un pequeno inéculo. Se pueden realizar de 6 a 8 pruebas en
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una misma tira (24). Las tiras de papel son fdciles de preparar y los
reactivos son econdémicos (24). En algunos casos la pigmentacidon dora-

da intensa del Staphylococcus aureus dificulta la interpretacidn de los

resultados.

4. Existen otras pruebas como el ensayo radioisotépico que utiliza
penicilina marcada con el isotopo C 14. Este método detecta a la peni
cilinasa directamente en los 1iquidos corporales, no requiere del ais-

lamiento de la bacteria para su deteccidon. Su desventaja es que ocupa

equipo sofisticado y caro (33). o

JUSTIFICACION DEL TRABAJO

E1 Hospital General del Instituto Salvadoreno del Seguro Social,asi
como la gran mayoria de hospitales de E1 Salvador enfrentan el proble-
ma de las infecciones nosocomiales, con frecuencia causadas por micro-
organismos resistentes a los antibiéticos (19,20). Esas infecciones
son causa de prolongacion de la estancia intrahospitalaria de los pa-

cientes o inclusive de su muerte. Con frecuencia son debidas a Staphy

lTococcus aureus resistentes a la penicilina (7).

Nuestro interés al realizar este trabajo fue aplicar algunas de las
técnicas existentes para detectar la produccidn de beta lactamasa, a -

Tos Staphylococcus aureus que se aislen de las muestras clinicas envia
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das al laboratorio del Hospital General del Instituto Salvadoreno del Se
guro Social. Para esto se usaron los procedimientos acidométrico y yodo

métrico para determinar la prevalencia de cepas de St. aureus aisladas -

de Tas muestras clinicas enviadas al Hospital del I. S. S. S. producto-

ras de la enzima beta. lactamasa entre los pacientes intra y extra-hospi

talarios de este centro. Ademas se proyectd estudiar la resistencia de

esas cepas a los ;ntibiéticos beta lactamicos utilizando el procedimien

to de Kirby-Bauer, correlacionando ese dato con la capacidad de produc-

cion de beta lactamasa. Ademds se evalué cual de las técnicas es mds -
R

factible que sea realizada como procedimiento de rutina en los laborato

rios clinicos que posean facilidades para trabajar en bacteriologfa.



I.OBJETIVOS

1. Determinar la frecuencia de produccion de beta lactamasa en 500 -

cepas de Staphylococcus aureus aisladas de diferentes muestras clinicas

cultivadas en el laboratorio del Hospital General del Instituto Salvado
reno del Segquro Social de San Salvador.

2. Comparar la prevalencia de Staphylococcus productores de beta lac

tamasa en pacientes hospitalizados y ambulatorios atendidos por el labo
ratorio clinico del Hospital General del Instituto Salvadoreno del Segu

ro Social.

3. Estudiar la susceptibilidad del Staphylococcus aureus a 3  anti-

bidticos beta lactdmicos (penicilina, ampicilina y cefalosporina) y co-
rrelacionar esos resultados con la produccién de beta Tactamasa de esas
cepas.

4. Evaluar la eficiencia del método acidométrico y del método yodomé
trico rdpido en tira de papel para detectar la enzima beta lactamasa y

la factibilidad de poder aplicarlos en los Hospitales de E1 Salvador.

’

12



IT. MATERIAL Y METODOS

Cepas de Staphylococcus aureus estudiadas.

Se estudiaron 500 cepas de Staphylococcus aureus provenientes de di-

ferentes muestras clinicas (ver Tabla I pag.ll) obtenidas de 235 pacien
tes hospitalizados y 265 ambulatorios aisladas en la Seccibn de Micro-
biologia del Laboratorio Clinico del Hospital General del Instituto --
Salvadorefio del Seguro Social. Para la identificacién de cada cepa se
hizo 1a coloracion de gram, la prueba de coagulasa y la prueba de fer--
mentacion del manitol (3). Una vez identificada la cepa, a partir de -
un cultivo puro se verificd la prueba de susceptibilidad a la penicili-
na, ampicilina y cefalosporina por el método de difusidn en agar de Kir
by Bauer (3), también se detecté la produccidn de beta lactamasa por --

los métodos acidométrico y yodométrico rapido en tira de papel.

Se tomaron datos de Tos pacientes de quienes provenian las muestras,
utilizando un formulario preparado con ese propésito, del cual se adjun

ta un ejemplar {ver pég. 10).

1. Coloracién de Gram (3).

2. Prueba de coagulasa en tubo.

Se coloco 'en un tubo pequefio 0.5 cc ‘de"'plasma citratado de conejo di
Tuido 1:5. Se mezcld con una asada de la bacteria en estudio. Cuando
la bacteria producfa coagulasa esta reaccionaba con el plasma (con la -

protombina o un derivado) y se producia una sustancia que no se distin-

13
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gue de la trombina y hace que el fibrindgeno pase a fibrina produciéndo
se ej coagulo. La coagulacidn total o parcial se considera positiva y
se lee a las 4 horas. Se hace con cultivos puros para evitar falsas po
sitivas (6). Esta prueba en tubo mide la coagulosa 1ibre que producen

los Staphylococcus aureus, es mejor y mas exacta que la prueba de Ta --

coagulasa en lamina. La prueba de la coagulasa se usa como criterio de

patogenicidad para diferenciar al Staphylococcus aureus del Staphyloco-

ccus epidermidis, pero existen algunas cepas mutantes de St. aureus que

dan esta prueba negativa (3,6).

3. Prueba de fermentacion del manitol.

La fermentacion del manitol es caracteristica de lTos microorganismos
patdgenos positivos a la coagulasa. ET medio contiene manitol el cual
es fermentado por algunas bacterias; contiene un indicador cuyo cambio
de color merado a amarillo 1hd1ca que la bacteria ha producido dcido --

por fermentacion del azlcar (3).

4. Prueba de susceptibilidad a Tos antimicrobianos con el método del --

disco (Kirby-Bauer).

a) se midieron 12 ml.del medio Mueller Hinton en tubos de ensayo se
esterilizd y se vertid en cajas de petri estériles (de 100 mm de didme-
tro) logrando un espesor aproximado de 4 a 5 mm.

b) Se estandarizé el inGeculo disolviendo de 4-5 colonias con caracte
risticas iguales en 0.5 ml. de solucidn salina estéril utilizando un tu
bo de ensayo, luego incubamos a 37°C durante 3 a 4 horas hasta que obtu

vimos una turbidez semejante al tubo nimero 4 de la escala McFarland.
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c) Se impregné un hisopo con el indculo y se rotd en las paredes del
tubo para quitar el exceso, luego se sembrd en forma homogénea sobre el
medio Mueller Hinton.

d) Se colocaron los discos de'penic11ina, ampicilina y cefalosporina
(cefaloridina de la casa DIFCO). . Sobre el medio y se incubaron las pla
cas a 37°C por 18-24 horas. |

e) Se leyeron las zonas de 1nh1b1ciénwg1rédedor de cada disco toman-
do como susceptibles aquellas cepas que dieron una zona de inhibicidn
con didmetro mayor de 29 mm. o mds para penicilina, 29 mm. o mds para -

ampicilina y de 18 mm. o mds para cefalosporina (3).

5. Método rapido acidométrico para detecci6n de beta Tactamasa.

5-1 Técnicas
a) Se prepararon en pocitos de microcubetas una suspensibn espe-

sa ‘de colonias de un cultivo puro de Staphylococcus aureus aisla

do recientemente con 0.05 ml. de solucidn salina estéril, hasta
que se obtuvo una suspension mds turbia que el tubo nlimero 4 de
la escala McFarland.
b) Se agregaron 0.05 ml. del sustrato que contiene penicilina G
sédica y rojo de fenol.
c) Las bacterias productoras de beta lactamasa cambiaron el color
del medio de rojo a amarillo. Se observaron por 4 horas antes de
concluir que el resultado era negativo.

5-2 Preparacidn del sustrato.
a) E1 contenido de un frasco vial de penicilina G sédica de 20 mi

1lones de U/I, designada para uso parenteral, que contiene citra-
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to buffer se mezcl6 con 16.6 ml. de agua destilada estéril.

b) Se agregaron 2 ml. de rojo de fenol al 0.5%, esto sirvié como
indicador. |

c) Se ajustd el pH del sustrato-a 8.5 agregdndole hidroxido de -
sodio 1 M, al lograr ese pH tomé color violeta que luego pasd a
rojo. Se confirmé el pH del sustratdo en un potencibmetro. En -
la Figura 1 en la pdgina 8 se ilustra el aspecto de una reaccidn
positiva y negativa-a la penicilinasa detectada por el método aci

dométrico.

6. Método yodométrico rdpido en tira de papel.

6-1 Técnica

a) Una tira de papel filtro se impregnd con penicilina G potasica
y almidén y se dejé secar. Luego se agregd lugol, hasta que tomd
color morado y se dejé escurrir.
b) Con un aplicador de madera limpio (no necesariamente estéril),
se tom6 el indculo del medidlde cultivo y se esparcid sobre la ti
ra en un drea circular de 5 mm. de didmetro aproximadamente.
c) La bacteria-productora de betalactamasa decoloraba el sitio --
donde se habfa depositado el indculo. Se tomé esta reaccidén como
una prueba positiva. |

Si el drea del indculo permanecfa de color morado o amarillo se
consideraba la prueba como negativa 1o cual indicaba que la bacte-

R

ria no producia la beta lactamasa. Se observaron hasta por 4 minu

tos antes de considerar el resultado como negativo.
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6-2 Reactivos

a) Lugol de gram: cristales de yodo 1 gr.
yoduro de potasio 2 gr.

Se disolvié completamente en 5 ml. de agua destilada y se agregd
agua destilada 240 ml.
Bicarbonato de sodio al 5% 60 ml.
Se mezcld bien; se guardé en un frasco de vidrio de color ambar
(3).
b) Solucidn de almiddn. Se pesd en balanza analitica 0.1 gr. de
almidén calidad reactivo y se colocd en un tubo de ensayo con ta
pén, luego se agregaron 45 m1. de agua desmineralizada estéril.
Se calentdé a fuego medio durante 30 minutos, moviendo constante-
mente, tratando de disolver el almidén. Luego se dejé Ta solu--
cidn a temperatura ambiente para que se enfriara.
c) Solucion de penicilina. Se disolvié un vial de penicilina G -
potasica de 1 mil16n de U/TI con 9.6 ml. de agua bidestilada asi
se logrd una concentracidon de 100.000 U/ml.
d) Preparacidn de l1a mezcla de penicilina y almidén. Se agrega-
ron 5 mi. de Ta solucién de penicilina ya preparada a la solucién
de almidén y se movi6é hasta obtener una solucién homogénea, cuya
concentracién final es de 10.000 U/ml.
e) Preparacién de las tiras. 1) Se marcaron con un ldpiz, tiras
de 5 cm. de Targo por 1 cm. de ancho aproximadamente, del pabe]
filtro Whatman ndmero 3 (25 cm. por 25 cm.); 2) Se impregnaron

las tiras de papel con la mezcla de penicilina-almidén, una por
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una; 3) Se dejaron secar a'gehpéfétura ambjente por dos horas,
sobre un plastico grande colocado sobre una mesa; 4) Las tiras
impregnadas y secas se guardaron en recipientes herméticos, con
preservativos absorventes de humedad y se mantuvieron en congela
cién en el congelador de]Irefrigerador (temperatura -6°C). En -
la Figura 2 en la pagina9 se ilustra el aspecto de una reac--
ci6n positiva y negativa a la penici]inasa detectada por el mé-

v

todo yodométrico.
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FFigura 1. Ilustracién del método acidométrico para la deteccion de beta

1éctamasa producidas por cepas de Staphylococcus aureus. *

* En el extremo superior izquierdo se muestra una :cepa no productora -
‘deipenicilinasa. En el extremo superior derecho se muestra una cepa
productora de penicilinasa. Obsérvese el viraje -del ‘indicador en el
caso de las cepas productoras de penicilinasa. Los otros pocitos de

la microcubeta contienen también cepas productoras de penicilinasa.
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Figura 2.

ITustracion del método yodométrico rapido en tira de papel pa

ra la deteccidn de beta lactamasa producida 'por cepas de Sta-

phylococcus aureus. *

| CONTROL (+) CONTROL (=)

i

L SRR S 1 A
i o 03 e

En el extremo izquierdo de la tira se muestra una cepa productora de

penicilinasa. En el centro de la tira se muestra una cepa (M-X 81) -
productora de penicilinasa.

- Al
En el extremo derecho de la tira se --- "°
muestra una cepa no productora de penicilinasa.

R ¥
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G Instituto Salvadareno del Sequra Social

JUNIO DE l2§ 3

HOJA DE COLECCION DE DATOS DE PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO IE INFECCIONES
POR_STAPHYLOCOCQUS AUREUS, MTORIO CLINICO I_)QL 1353 ¢

Nombre del pacientes

Nimero de registro en el Laboratorios
Servicio 1

Nimero de camas

Pecha de ingresoes:

Feoha de altas

Edad s

Saxo s

Motivo de imgreso s

Diagnéstico definitivo 3

Pipo de infecoiémni a) Aguda
b) Crénica

Localinaci& de la infecoidéni a) Loocal
b) General .

Tratamiento previo al ingreaos SI S
KO
Tipo de tratamiento recibido? 3

Infeoccibm ha sido adquirida fuera o demntro del Hospital?

vintomatolegins fiebre, ocefalea, dolor, t0s, disnea, disuria,
Tipo de tretasmiento intrahospitalario? i

Durwcidn del tratamiemto a

Respondid al tratamiento intrahospitalario .51,

HO
FHCHA DE TOmA DE MUESTRA PARA CULTIVOs

FECHA DE RESULTADO DEL CULBIVO:

SENSIBILIDAD BACTERIAMA §

wed s
/. BIBLIOTECA
UMIVERSIDAD DE EL SALVE
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TABLA I

Origen y diferentes tipos de muestras clinicas obtenidas de 500 pacien-

tes intra y extrahospitalarios.

Origen de la muestra Tipo de muestra # de muestras Totales
' de cada tipo
Aparato respiratorio 253
Secrecidn faringea 160
Secrecidn nasal 65
Esputo 22
Secrecidn bronquial 3
Traqueotomia 3
Aparato genito-urinario : 75
Secreciodn vaginal 10
Secrecidon uterina 10
Secrecibn uretral 14
Semen 8
Orina 33
Liquidos de derrame : 4
Liquidos 2
Secrecidn pdncreas 1
Secrecidén punciodn 1
Piel 139
Ulcera 10
Escaras 2
Escamas 4
Secrecidn abceso ™! 80
Pustula 7
Secrecidn herida 32
Omb1igo 2
Circuncisidn 1
Episiotomia 1
Sistema hematopoyético 18
Médula GOsea 2
Sangre 16
Otros 11
Cateter hemodidlisis 3
Secrecidén ocular 4
Secrecidn oido 1
Heces 2
Secrecibn mama 1
500




ITI. RESULTADOS

Casi la totalidad de las cepas, 95%, 0. sea 475 de las 500 cepas de -

Staphylococcus aureus estudiadas, fueron productoras de beta lactamasa.

Solamente el 5% de ellas fueron negativas (Tabla II). Todas ellas fue-
ron aisladas de pacientes atendidos en el Hospital General del! Institu-
to Salvadorefio del Seguro Social, 265 pacientes ambulatorios y 235 pa--
cientes hospitalizados. Como puede apreciarse en'1a tabla los porcenta-
jes de positividad fueron casi iguales en ambos grupos; 94% en pacientes

ambulatorios y 96% en pacientes hospitalizados.

En Ta Tabla III,vemos Ta distribucién de las cepas de Staphylococcus

aureus estudiadas segin la clase de muestra. Puede apreciarse que el -
nimero de muestras del aparato respiratorio predominan en los pacientes
ambulatorios; entre éstas se incluyeron las éecreciones faringeas (las
que resultaron en mayor ndmero), las secreciones nasales, esputos, etc.
En Tos pacientes hospitalizados la muestra que predoming fué de piel, -
las cuales provenian en su mayoria de abscesos, infecciones de heridas,

Ulceras, etc., y en los recién nacidos de impétigo.

Los porcentajes de positividad fueron similares en todos los tipos de
muestras estudiadas, excepto en los 1iquidos de derrame, por ejemplo, 10S
pacientes ambulatorios resultaron con un 93% de positividad en las mues-
tras del aparato respiratorio y con 97% de positividad en muestras del -
aparato génitourinario y de piel. Los pacientes hosbita]izados tuvieron

96% de positividad en muestras de piel y 100% en muestras del aparato res

23
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piratorio. E1 porcentaje mds bajo (86%) se observd en las muestras del
aparato genitourinario de pacientes hospitalizados. No hubo diferencia
significativa en los porcentajes de positividad de las diferentes mues-
tras en los pacientes hospitalizados y ambulatorios, excepto en los 11-
quidos de derrame y en las muestkas del aparato genitourinario en las -
cuales se observé una mayor positividad para pacientes ambulatorios ---

(97%) que para hospitalizados (86%).

En la Tabla IV, se comparan los porcentajes de positividad de acuer-
do al sexo. La positividad fué igual en muestras provenientes de indi-
viduos del sexo masculino y del sexo femenino 95% y 94%, respectivamente.
En el grupo de Tos recién nacidos no se ha especificado el sexo porque
en el Hospital General del Instituto Salvadorefio del Seguro Social al -
enviar las muestras de esos pacientes no se especifica el sexo. En es-
te grupo evidentemente no hubo diferencia tampoco, ya que el 100% de --

las muestras fueron positivas a beta lactamasa.

En 1a Tabla V, se presenta Ta correlacién entre la produccion de beta
lactamasa y la sensibilidad a tres antimicrobianos beta-lactdmicos (pe-
nicilina, ampicilina y cefalosporina). Puede observarse que la mayoria
de cepas estudiadas fueron resistentes a penicilina y ampicilina y que
hubo una alta correlacidén entre la resistencia a penicilina y produccién
de beta lactamasa (97%), asi como entre la resistencia a ampicilina y -
produccidn de beta lTactamasa (97%). La mayoria de cepas sensibles a pe
nicilina y ampicilina fueron no productoras de beta lactamasa (92%). -

La situacién como era de esperarse fue diferente con cefalosporina ya -



que la gran mayoria de cepas estudiadas fueron sensibles a pesar de ser
también en su mayorfia productoras de beta lactamasa (93%), solo 7% de -

las cepas productoras de beta lactamasa fueron también resistentes.

En Ta Tabla VI, se presenta una comparacion de los métodos utiliza--
dos en la determinacidn de Ta produccidon de beta Tactamasa; se observa
que hubo correlacidon de un 100% entre los métodos empleados, ya que to-
das las cepas positivas por el método acidométrico lo fueron también --

por el yodométrico y todas Tas negativas 1o fueron con ambos métodos.

En la Tabla VII, se presenta la comparacion del tiempo requerido pa-
ra detectar la produccion de beta lactamasa producida por el Staphyloco

ccus aureus con los métodos acidométrico y yodométrico. ET método yodo

métrico requiridé menos tiempo para dar una reaccidn visible, el 96% de
las muestras fueron positivas antes de dos minutos; el tiempo minimo -
fue de 10 segundos y el maximo de 4 minutos. Con el método acidométri
co la mayoria de las cepas dieron kééu]tados positivos antes de 30 mi-
nutos (62%), pero hubo un nimero apreciable que requirié de 1 a 2 horas

(32%); el tiempo minimo fue de dos minutos y el mdximo de cuatro horas.

Los reactivos de ambas pruebas fueron preparados en la Seccion de -
Preparaduria del Hospital General del Instituto Salvadorefio del Seguro
Social. La preparacidén de 165 reactivos para el método acidométrico -
es un poco fastidiosa, pues todo el material debe ser estéril, Tas can
tidades son pequenas y requieren de balanza analitica para medir su pe
so, el pH debe ajustarse con extremo cuidado, y para conservar 10S reac

tivos por Yo menos dos meses se requiere de un congelador de -20°C; en
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el congelador del refrigerador el reactivo se deteriora en menos de una
semana. Como contraste, la preparacidon de materiales y reactivos para
el método yodométrico es bastante sencilla, incluso se pueden preparar
en césa ya que no es necesario el uso de material estéril ni equipo so-
fisticado; solo para pesar el almidén (0.1 gm.) se requiere de balanza
analitica. Los reactivos pueden conservarse a la temperatura del con

gelador del refrigerador (0°C a -6°C) por 1o menos durante 6 meses.
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TABLA II

Resultados de las pruebas acidométrica y yodométrica para deteccidn de

la beta lactamasa en 500 cepas de Staphylococcus aureus aisladas de --

265 pacientes ambulatorios y 235 hospitalizados.

Clase de Prueba de Beta lactamasa Total Total
pacientes Positiva| % Negativa | % Estudiados %
Ambulatorios 249 94 16 6 265 100%
Hospitalizados 226 96 9 4 235 100%
Total 475 | 95 25 5 500 100%
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TABLA III

Distribucién de cepas de Staphylococcus aureus segln positividad a beta

lactamasa, tipo y origen de las muestras y procedencia de los pacientes

( ambulatorios y hospita]arios').

Tipo de muestra - Ambulatorio % Hospitalario %
+ |Total + | Total

Aparato respiratorio 182 / 196 93 57 / 57 100
Aparato genitourinario 34 / 35 97 35 7/ 40 86
Liquidos de derrame 0. . | 0 4 /7 4 100
Piel 29 / 30 97 105 /109 96
Sistema Hematopéyico 3/ 3 100 15 / 15 100
Otros 1/ 1 100 10 / 10 100
Total | 249 / 265 | 94 226 /235 96
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TABLA IV

Distribucidén de la poblacidn estudiada segin sexo y produccidn de beta

lactamasa.

Productor de p
Sexo Penicilinasa A

+ Total
Masculino 222 ./ 233 95
Femenino 235 / 249 94
Recién Nacido 18 / 18 100
Total 475 / 500 95
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TABLA vy

Correlacién entre la sensibilidad y resistencia a los antibidticos beta -

lactdmicos y produccion de beta lactamasa.

Producciodn Penicilina Ampicilina Cefalosporina | Total de

* *

Beta- lactamasa S R S R S R Cepas
Positivo 14 461 ) 16 459 442 33 475
(3)!(97) (3) (97) | (93) () | (100)
Negativo 23 2 23 2 23 2 25
(92)° (8) (92) (8) (92)  (8) | (100)
Total 37 463 39 461 465 35 500

3 .
(7)%(93) (8) (92) (93)  (7) | (100)

* Sy R = significan sensibles y resistentes respectivamente.

1

Los numeros en paréntesis corresponden a porcentajes en relacién al total
de las muestras positivas ( 475 ).
Los ndmeros en paréntesis corresponden a porcentajes en relacién al total
de las muestras negativas ( 25 ).
Los ndmeros en paréntesis corresponden a porcentajes del total de mues--

tras estudiadas ( 500 ).
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TABLA VI

Produccion de beta lactamasa en cepas de Staphylococcus aureus y corre-

lacion de técnicas acidométrica y yodométrica en tira de papel.

Método Acidométrico Namero
y de i
Método yodométrico cepas
Positivas 475 95
Negativas 25 5
Total 500 100




32

TABLA VII

Comparacion del tiempo requerido para detectar la reactividad de la beta

Jactamasa producida por Staphylococcus aureus con la técnica yodométrica

y acidométrica.

Tiempo Método Yodométrico Método Acidométrico
seg. minutos horas % de muestras % de muestras

10 2 96
2 4 4

2 30 62

1 2 32

2 4 6

* 100 * 100

* E1 100% estd calculado en base a 475 cepas de Staphylococcus aureus

positivas a la produccién de beta lactamasa.



VI. DISCUSION

Los resultados de este trabajo demuestran que un alto porcentaje de

las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de las muestras clinicas de

pacientes del Hospital General del Instituto Salvadorefo del Seguro So-
cial son productoras de beta lactamasa; 475 cepas resultaron positivas
de un total de 500, representando un 95%. La explicacidn del por qué
de ese alto porcentaje de positividad en la produccidon de esa enzima, -
capaz de hidrolizar a los antibidticos beta lactamicos, posiblemente -
sea el uso amplio y muchas veces indiscriminado que ha tenido la penici
1ina desde 1940 en el campo de la medicina, 1o que ha sido Ta causa de
la seleccidn de cepas mutantes resistentes a penicilina que aunque ya

existian, no eran prevalentes (10,18,22).

Anteriormente a la realizacidn de este estudio en nuestro pais, se
desconocia cual era el comportamiento de las cepas de St. aureus en --
cuanto a produccidon de beta lactamasa y por derivacibnde 1a resistencia -
de estas mismas cepas a los antibidticos beta lactdmicos. Sin embargo, po-
demos asumir que eramuy similara lo observado en otros paises. Por ejem-
plo, Murray y colaboradores (23) realizaron un andlisis retrospectivo de la

sensibilidad del Staphylococcus aureus en la ciudad de Boston. Estos auto-

res demostraron que antes de 1946, 82% de 1as cepas de St. aureus eran sen
sibles amenos de 0.04 ug/ml yen 1951 el 73% eran resistentes a mds de
25 ug/ml y productoras de penicilinasa. Tambien notaron que durante

muchos afios la frecuencia de resistencia de las cepas de St. aureus

33
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aisladas en hospitales era.mayor que la de las cepas adquiridas en la co
munidad, pero ya en 1967 la resistencia era igual aproximadamente (84%)
en las cepas hospitalarias y extrahospitalarias; esa resistencia se man-
tuvo en 83% para las cepas de pacientes ambulatorios y 84% para los pa--
cientes hospitalizados. Simj]armente, otros investigadores reportaron -
resultados muy parecidos a los de Murray no solo con la penicilina sino
que también con la tetraciclina (25). La resistencia del St. aureus a -
la penicilina es debida en 1la mayorfa de los casos, a la produccién de -
beta lactamasa, la cual es mediada por un plasmidio que se ha demostrado
que puede ser transferido por transduccidén entre bacterias de la misma -
especie y de otras especies (11, 18). En la actualidad la mayoria de --
las cepas hospitalarias de estafilococos transportan plasmidios con genes
de produccidn penicilinasa (11,18) y se ha encontrado que la resistencia
de los estafilococos virulentos no solo a la penicilina sino que también
a la eritromicina y otros agentes antimicrobianos estd determinada por -
plamidios (11,12,23). Aunque la produccion de beta lactamasa no aumenta

la virulencia del Staphylococcus, el hecho de que Tos hace resistentes a

la penicilina, que es uno de los antibidéticos menos tdxicos, mas baratos
y mas utilizados para el tratamiento de los procesos infecciosos, causa
serios problemas terapéuticos, de mayor importancia aidn en los pacientes
hospitalizados que usualmente tienen otros procesos patoldgicos que de-
primen sus mecanismos 1nmunolégicoél(22).

En este estudio se encontraron porcentajes practicamente iguales de -
produccidn de beta lactamasa en St. aureus aislados de pacientes ambula-
torios (94%) y de los hospitalizados (96%). Resultados un poco mas ba-

jos que 1os nuestros reportd Murray en 1967 y 1975 con las cepas de ---
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Staphylococcus aisladas en Boston y concluye que sus datos son el coro-

lario de un fendmeno dindmico iniciado con la seleccidon de cepas hospi-
talarias productoras de beta lactamasa observado ya en 1951 que poste-
riormente se diseminaron a la comunidad en 1967. €Es posible que este -
fendmeno se haya producido también en nuestro medio, favorecido por el
amplio uso de las penicilinas en los ambientes intra y extrahospitala--

rios (12,18,23).

En 1950, Allwood y colaboradores (1), realizaron un estudio en el --

Hospital de Maternidad de San Salvador en el cual comentaron su preocu-
pacion ante la persistencia de infecciones causadas por estafilococos.
A pesar de que los progresos de la medicina han logrado un dominio efec-
tivo sobre gran nimero de enfermedades infecciosas, algunas infecciones
por gérmenes virulentos y resistentes a sulfas y antibidéticos se han --
mantenido incontroladas en muchos lugares, y comentan que el ambiente -
hospitalario es el foco donde estas infecciones se originan y por ello

se les ha designado con término genérico de "infecciones hospitalarias".

ET problema de Ta aparicidn de un gran nimero de cepas de St. aureus
beta lactamasa positivas en los hospitales plantea la realidad de la po
ca eficacia que el tratamiento inicial o definitivo con penicilinas po-
dria tener para los pacientes_con infecciones estafilocéccicas. Sin em
bargo, el problema podria reducirse, al menor en parte, si ain a los pa
cientes que necesitan tratamiento inmediato se les tomase las muestras
clinicas para su estudio bacterioldégico y de sensibilidad a los antimi-
crobianos. Esto no excluye que se inicie el tratamiento inmediatamente

(22 ).
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En este estudio, predominaron en los pacientes ambulatorios las mues
tras del abarato respiratorio ( Tabla III ) para lo cual no encontramos
una explicaci6n satisfactoria. En los pacientes hospitalizados predomi
naron las lesiones de piel, muchas de ellas infecciones de heridas ope-
ratorias adquiridas en el hospital. A propésito de esto, es bien cono-
cido que el estafilococo es el agente que se aisla con mas frecuencia -
de 1ﬁfecciones de heridas postoperatorias { 6 ). No observamos diferen
cia del porcentaje de cepas productoras de beta lactamasa aisladas de -
Tos diferentes tipos de muestra, excepto en los liquidos de derrame. ES
to se debidé posiblemente a la disemfnacién amplia que poseen los plasmi
dios en la poblacidén de estafilococos. No encontramos una explicacidn
del relativamente bajo porcentaje de positividad observada en las mues-
tras genitourinarias de los pacientes hospitalizados al compararlas con
Tos ambulatorios. En todo caso posiblemente esta diferencia no sea sig

nificativa.

Obtuvimos mas cepas de St. aureus de pacientes femeninos que masculi
nos (Tabla IV) consideramos este hallazgo una casualidad, no encontran-
do una explicacion satisfactoria para este resultado. Ambos sexos pre-
sentaron igual porcentaje de positividad en la produccién de penicilina
sa (94%-95% respectivamente). Todas las cepas aisladas de recién naci-
dos fueron productoras de beta lactamasa. Estas cepas presumiblemente
fueron todas adquiridas en el hospital. Ya en 1964 Allwood y colabora-
dores (1) observaron una alta prevalencia de infecciones estafilocdcci-
cas, no necesariamente resistentes, en recién nacidos del Hospital de -

Maternidad. Estudios realizados en sala cunas han demostrado que la --
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transmision de ese microorganismo a 1os recién nacidos ocurre sobre to-
do por via de las manos de miembros del personal encargados del cuidado
de estos nihos, que son portadores o se han infectado por manipulacion

de recién nacidos infectados o colonizados (1).

La correlacion entre la resistencia a la penicilina y Ta ampicilina

y Ta produccidn de beta lactamasa por Staphylococcus aureus permitid --

apreciar cuatro situaciones diferentes:

1. La mayoria de cepas de St. aureu§_92% fueron resistentes a penici
cilina y ampicilina y productoras de penicilinasas, 1o cual nos hace --
presumir que la resistencia era debida a la accidon de la enzima sobre -
dichos antibioticos.

2. Un pequeno porcentaje de cepas resistentes a la penicilina y ampi
cilina (8%), no produjo beta lTactamasa. Esa resistencia fué posiblemen
te mediada por otros mecanismos de resistencia tales como la tolerancia
0 mecanismos intrinsecos (30,31).

3. La gran mayoria de St. aureus beta lactamasa negativos fueron sen-
sibles a la pericilina y ampicilina (92%), lo cual apoya la hipdtesis -
mencionada en 1 de que la resistencia a esos antibidticos de los Staphy-
lococcus es debida en 1a mayoria de casos a la produccién de beta lacta-
masa y que las bacterias que no producen la enzima se puede pronosticar

que serdan sensibles a Ta penicilina y ampicilina.

4. Un porcentaje muy pequeno (3%) de Staphylococcus aureus fueron sen

sibles a penicilina y ampicilina y a la vez productores de beta lactama-
sa. Hsta situacién aparentemente paradéjica puede explicarse por el ne-

cho de que !a beta lactamasa es una enzima inducible (21.,24). ES posi-
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ble que esas cepas de Staphylococcus aureus recién aisladas de pacien-

tes no expuestos a penicilina, fueran sensibles a ese antibidtico; pe

ro al ponerlas en contacto con ellos en el medio de cultivo, durante la
realizacién de la prueba de sensibilidad, la pequefia cantidad de anti-
bidtico contenida en el disco fue capaz de inducir la sintesis de la -
enzima, la cual fue detectada por ambos métodos acidométrico y yodomé-
trico. Podria anticiparse que si esos pacientes, se someten a terapia
con penicilina o ampicilina, no van a reponder adecuadamente al trata-
miento, ya que la induccién de Ta sintesis enzimdtica se realizaria en

el paciente. En todo caso, esos resultados indican que la prueba de detec
cion de beta lactamasa es mas sensible que el antibiograma para determi

nar la sensibilidad del Staphylococcus aureus a la penicilina y mas con

fiable para predecir Ta eficacia de la terapia con penicilina en el pa-

ciente con infecciones estafilocéccicas ( 16,24 ).

Como era de esperarse, la situacion fue muy diferente con la cefalos
porina. No hubo correlacidon entre la resistencia al antibiético y la -
produccion de beta lactamasa; 93% de las cepas fueron sensibles a cefa-
Tosporina y productoras de beta lactamasa. Esto se debe a que utiliza
mos una cefalosporina de segunda generacion (cefaloridina). Las cefa--
losporinas desarrolladas recientementéﬂsé’han introducido precisamente
por ser resistentes a la beta lactamasa (9,13,15). Las cefalosporinas
}lamadas de segunda y tercera generacién tienen la ventaja de ser resis
tentes a la actividad de esa enzima lo cual les permite ser utilizadas

eficazmente contra Stapnylococcus y Haemophilus influenzae, que frecuen

temente son productoras de beta lactamasa y resistentes a penicilina --
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las pruebas, siendo lTos métodos cromogénico con cefalosporina y yodomé-
trico mds sensibles que el acidométrico. Estas diferencias suceden por
que el comportamiento de las cepas bacterianas varian de un lugar a otro
(18). Al 1igual que otros investigadores nosotros encontramos que el mé-
todo yodométrico fue mds rdpido en detectar la penicilinasa que el méto-
do acidométrico. Asi, Hejna (8) reporté resultados mds rdapidos del Sta-
phylococcus con el método yodométrico ; el de cefalosporina cromogénica
(nitrocefin) que con el método acidométrico. En el estudio realizado ob
tuvimos resultados positivos a los 10 segundos con el método yoddmétrico,
la mayoria de las cepas dieron resultados positivos antes de 2 minutos y
el tiempo mdximo fue de 4 minutos. Con el método acidométrico en cambio
el tiempo minimo fue de 2 minutos, la mayoria de cepas dieron resultados
positivos antes de 30 minutos y el tiempo maximo fue de 4 horas. Esto -
se explica por las diferentes concentraciones de bacterias y por consi--
guiente de enzimas usadas en cada técnica. En el método yodométrico se
usé una asada de 4 6 5 colonias de bacterias la cual directamente se de-
positd sobre Ta tira de la prueba. Se usaron diluciones de este indculo
cuando las cepas presentaban demasiado pigmento dorado; ésto interfirid
con la velocidad de reaccion de la prueba; en esos casos se not6 que la
reaccion era mas lenta, pero no excedié de 4 minutos. Para el método -
acidométrico se usé una dilucidn equivalente a 60 millones de bacterias,
ndmero inferior al de bacterias presentes en 4 6 5 colonias, y que contie
ne proporcionalmente menor cantidad de enzimas y por consiguiente tomara
mas tiempo para dar una reaccién positiva. Ademds, se sabe que las dife

rentes clases de beta lactamasa A, B y C, tienen diferente eficiencia pa
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ra hidrolizar el sustrato, 1o cual hace variar el tiempo en el cual se

puede apreciar la reaccidn como positiva ( 29 ).

En relacién a la diferente eficiencia de las beta-lactamasas A, By C
para hidrolizar el sustrato, Barker en 1957, decia que uno de los facto-

res que influencian la habilidad del Staphylococcus de sobrevivir en el

ambiente hospitalario es la eficiencia de su penicilinasa para destruir
la penicilina. Esta eficiencia depende no solo de la velocidad maxima -
de hidrolisis del sustrato sino también de la constante de Michaelis --
(Km) de la enzima, y se ha sugerido el término "eficiencia fisioldgica"
definida como : Km / Vel. maxima, para describir la eficiencia de 1la pe-
nicilinasa para destruir Ta penicilina bajo condiciones fisioldgicas --
( 29 ). Se ha observado que los estafilococos de los grupos bacteriofd-
gicos 1 y Ill predominan en el ambiente hospitalario, y esa alta preva-
lencia parece deberse a que sintetizan penicilinasa A y C que tienen al
ta eficiencia fisiol6gica. Los estafilococos del grupo IT que producen
penicilinasa tipo B, que es 10 veces menos eficiente que las anteriores,
son menos frecuentes como causa de infeccidn nosocomial ( 29 ). En el
presente trabajo no se.identificd a que grupo bacteriofagico pertenecian

las cepas de Staphylococcus aureus estudiadas, por carecer de los reacti

VOS necesarios.

En nuestro medio, por la escasez de regyrsos, el método yodométrico,-
que utiliza reactivos facilmente obtenibles, de bajo precio y que se pue
den preparar con el equipo minimo usualmente disponible en el Tlaborato-
rio, es el procedimiento que podria recomendarse para la deteccion de -
la beta lactamasa. Ademds, la interpretacion de los rgsu]tados no requie
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re personal especializado, asimismo, el corto tiempd necesario para de-
tectar la presencia de la enzima 1o hace especialmente Gtil en el ambien
te hospitalario con enfermos graves que necesitan una rapida implementa
cién de una terapia efectiva. La estabilidad prolongada de los reacti-
vos en las tiras mantenidas en el congelador ( 0°Ca-6°C ) del refrige-
rador es una ventaja mas del método yodométrico. La aplicacion de la -
técnica yodométrica directamente con muestras clinicas ( 14 ) aumentara
la utilidad de Ta prueba sobre todo en el paciente severamente enfermo;-
sin embargo esta modalidad de la técnica todavia no se ha perfeccionado
como para poderla aplicar confiablemente al paciente y su sensibilidad
es baja ( 56% ). Bae (2) describe otra variante del método yodométrico
aplicado a cultivos puros de bacterias, su ventaja es que detecta la pe-

nicilinasa y el ndmero de bacterias por mililitros.

E1 método acidométrico aunque de idéntica sensibilidad que el yodomé
trico es mds complicado y los reactivos son menos estables por lo que -
no 1o recomendamos como procedimiento de rutina para los laboratorios -
de nuestro pafs. Exiéten variantes simplificadas de Ta técnica acidomé
trica disponibles comercialmente, pero su costo es un factor importante

que limita su uso en el pais ( 8 ).

En base a los resultados del presente trabajo y tomando en cuenta la
Al

alta prevalencia de Staphylococcus aureus resistentes y productores de

beta lactamasa en el medio hospitalario y en la comunidad, consideramos
necesario que la prueba yodométrica rdpida en tira de papel se aplique

a todos los cultivos de Staphylococcus aureus aislados de pacientes pa-

ra proporcionar informacién sobre la produccién de beta lactamasa que --



permita la aplicacidén de una terapia mas apropiada.
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V. CONCLUSIONES

1. E1 Staphylococcus aureus productor de beta lTactamasa constituye un

problema serio como causa de infeccidn en los pacientes atendidos en el
Hospital General del Instituto Salvadorefo del Sequro Social, ya que de

500 cepas de Staphylococcus aureus estudiadas, 475 (95%) resultaron ser

productoras de beta lactamasa. Esos Staphylococcus son también resisten

tes a penicilina y ampicilina. La mayoria de cepas son sensibles a cefa

losporina a pesar de ser productoras de beta lactamasa.

2. Se determiné que la frecuencia de Staphylococcus aureus productor

de beta lactamasa fue similar en pacientes hospitalizados y ambulato--

rios (96% - 94%, respectivamente).

3. Los resultados de este estudio demostraron que el método yodométri
co rapido en tira de papel es confiable para la deteccidn de beta lacta-
masa, cuya presencia se relaciona con la resistencia a penicilina. Los
reactivos para esa técnica son faciles de preparar y sumamente econdmi-
cos y la técnica sencilla de realizar por 1o que se recomienda sea uti-
lizada de rutina en los Laboratorios Clinicos de los Hospitales de El --

Salvador, como parte del estudio de sensibilidad a las drogas de las ce-

pas de Staphylococcus aureus.

44



VI. BIBLIOGRAFIA

. Allwood Paredes, et al. Investigacion y control de la infeccidon hos-
pitalaria en un hospital de maternidad. Archivos del Colegio Médico

de E1 Salvador. Vol. 17. 190-200 p. 1964.

. Bae H.C. Analysis of Neisseria gonorrhoeae for situ B-lactamase pro-
duction by reagent-impregnated filter paper replica methods. J. Clin.

Microbiol. 17 (3): 545-547. 1983.

. Bailey W.R. and Scott. E.G. Diagnéstico Microbioldgico 3a. Ed. Argen

tina. Editorial Médica Panamericana S.A. 1973. 500 p.

. Bonilla J. Consideraciones sobre el antibiograma. Tribuna Médica. --

Vol. XXXII (5) Sep. 47-48 p. 1982.

. Boughton, W.H. Rapid detection in spinal fluid of beta lactamase pro
duced by ampicillim resistant Haemophilus influenzae. J. Clin. Micro-

biol. 15 (6): 1167-68. 1982.

. Davis B.D. et al. Microbiology. 3a. Ed. Filadelfia. Harper and Row -
Publishers, Inc. 1980. 624-33 p.

. Goodman, L.S. and Gilman, A. The pharmacological basis of therapeutics

5a. Ed. London The Macmillan Company, Inc. New York. 1975. 1704 p.

. Hejna J.M. et al. Detection of Beta-lactamase production in aerobic
and anaerobic bacteria. B.B.L. Microbidlogy systems, Cockeysville, MD.

1983.

45



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

46

. Herxhamer A. et al. Cefalosporinas hoy y mafiana. Drug and Therapeutics -

Bulletin. 20: 19. 1983,

Istre, R. Gregory. et al. Chloramphenicol and penicillim resistance
in Pneumocacci isolated from blood and cerebrospinal fluid: a prevalen

ce study in Metropolitan Denver. J. Clin. Microbiol. 17 (3): 472 - 475

1983.

Jawetz Ernest et al. Manual de Microbiologia Médica. 9a. Ed. Editorial

£E1 Manual Moderno, S.A. 1981. 595 p.

Jephcott A.E. et al. Penicillinase-producing Gonococci in Britain. Lan

cent. 1981.

Jones R.N. and A.L. Barry. Cefoperazone: a review of its antimicrobial
spectrum, B-lactamase stability, enzime anhibition and other in vitro
characteristics. Reviews Infectious Disease 5 (suppl.). 108-123 p. --

1983.

Kilpatrick, E.J. and E.A. Edwads. Rapid diagnosis of Beta-lactamase -
enzyme in penicillinase-producing Neisseria gonorrhoeae. Naval Health

Res. Ctr. San Diego Calif.

Laverdiere M. Wheeler N. Sabat LD. Cefuroxime resistance to Staphylo-
coccal B-lactamases. Proc. R. Soc. Med. (lond) 70 (suppl 9): 72-3. --
1977.

Lee, W.S. and L. Komarmy.lodometric spot test for detection of beta-
Tactamase in Haemophilus influenzae. J. Clin. Microbiol. 13: 224-25.

1981.




17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

47
Lennette. E.H. et al. Manual of Clinical Microbiology. 3a. Ed. ---
Washington, D.C. American Society for Microbiology 1980. 478-84 p.
Levy S.B. Microbiol resistance to antibiotics. Lancet. 1982.

Marinero Cdceres J.A. El comité de infecciones nosocomiales del Hos

- pital Rosales. Archivos del Colegio Médico de E1 Salvador. 37 (1}:

43-51. 1982.

Marinero Cdceres J.A. et al. Preva]gngja de infecciones nosocomiales
en el Departamento de Cirugia del Hospital Rosales. Archivos del Co-

Tegio Médico de ET Salvador. 37 (1): 52-65. 1982.

Martin D.W. et al. Harper's Review of Biochemistry 18a. Ed. Lange Me

dical Publications California. U.S.A. 1981. 87 p.

Modai J. Antibjotics. Tribuna Médica. Vol. XXXII (5) Sep. 1982. 33-
46 p.

Murray; B.E. y Moellering, Jr. R.C. Tipos de resistencia antibiética -

y mecanismos correspondientes. Clinicas Médicas N.A. 5: 909-932. 1978.

Oberhofer, T.R. and Towle, D.W. Evaluation of the rapid penicillinase
paper strip test for detection of beta lactamase. J. Clin. Microbiol.

15 (2): 196-99. 1982.

0'Brien T.F. and others: International comparison of prevalence of -

resistance to antibiotics. JAMA. 239: 1518. 1978.

0'Grady F.W. Twenty one years of beating beta-lactamases. British Me-

dical Journal. 284: 369-70. 1932.




27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

48

Ramirez, Boettner C.M. et al. Contagio intrahospitalarios. Boletin

de la oficina Sanitaria Panamericana. 62 (6): 538-45. 1967.

Rhoads, J.E. Impacto de la nutricion sobre la infeccidn. Clin. Quir.

N.A. 1: 39-45. 1980.

Richmond MH, Wild-type variants of exopenicillinase from Staphyloco

ccus aureus. Biochem J. 94: 584-93. 1965.

Sabath, L.D. Mechanisms of resistance to beta-lactam antibiotics in
strains of Staphylococcus aureus. Annals of Internal Medicine. 97 -

(3): 339-44. 1982.

Sabath, L.D. et al. A. new type of penicillin resistance of Staphylo

coccus aureus. Lancet.  1: 443-47. 1977.

Tomasz A. Albino. A. Zanti E. Multiple antibiotic resistance in a -

bacterium with suppressed autolytic system. Nature. 227: 138-40. 1970

Yolken, R.H. and Hughes, W.T. Rapid diagnosis of infections caused by
B-Tactamase-producing bacteria by means of an enzyme radioisotopic -

assay. J. Pediatrics. 97 (5): 715-20. 1980.

Yolken, et al. Ampicillin treatment failure of apparently B-lactamase
negative Haemophilus influenzae type b meningitis due to novel B-lac-

tamase. Lancet 1981.




" VII. APENDICE

1. Medio de Mueller Hinton

Infusion de carne de res 2.0 gms.
Peptone Acidicase : ' 17.5 gms.
Almid6n 1.5 gms.
Agar _ 17.0 gms.
pH final 7.4

. Suspenda 38 gms. del medio deshidratado en un litro de agua desti

lada. Mezcle bien. Caliente agitando frecuentemente y deje que

hierva durante un minuto.

. Esterilice a 121°C a 15 1bs. de presion por 15 minutos.

. Enfrie a 45 a 50°C y distribilyalo en placas de Petri.

2. Medio para prueba de fermentacidén del Manitol

—

Tryptacase peptone 10.0 gms.
Cloruro de sodio 5.0 gms.
D-Manitol ' 5.0 gms.
Rojo de fenol - 0.018 gns.

pH final 7.2 T 0.2

. Disuelva 20 gms. del medio deshidratado en un litro de agua desti

lada. Mezcle bien. Caliente hasta que se disuelva sin dejar que

hierva.

. Dispense 1 ml. de medio en cada tubo y esterilice a 121°C a 15 1bs.

de presion por 15 minutos.
Y4

. Almacene a temperatura de refrigeracidn.
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3. Escala de Mc Farland

Los patrones de referencia se preparan en 10 tubos de didmetro uni-
forme.

12 Agregar 0.1 ml de una solucién quimicamente pura de cloruro de Ba
rio al 1%; agregando consecutivamente a cada uno de los tubos 0.1 ml. -

de cloruro de Bario.

1 - tubo 0.1 ml. de cloruro de Bario al 1%
2 - tubo 0.2 ml. ! . !
3 - tubo 0.3 ml. . . "

4 - tubo 0.4 ml. : . .
5 - tubo 0.5 ml. . n "
6 - tubo 0.6 ml. " " "
7 - tubo 0.7 ml. " u "
8 - tubo 0.8 ml. " n "
9 - tubo 0.9 ml. . no "

10 - tubo 1.0 ml. I " "

22 Luego agregar a cada uno de los tubos cantidad suficiente de una

solucién quimicamente pura de HZSO4 (dcido sulflrico) al 1%. Hasta 1 -
ml. de 10 cc.

1 - tubo 0.1 cc. de cloruro dequKio + 9.9 ml. de H2504

2 - tubo 0.2 cc. ! ) 9.8 ml. !

3 - tubo 0.3 cc. ! " 9.7 ml. .

4 -~ tubo 0.4 cc. " ! 9.6 ml. "

5 - tubo 0.5 cc. " " 9.5 ml. "




32 Sellar

tubo

tubo

tubo

tubo

tubo

los tubos, en soluci6én quimicamente estable por meses

tubos
1

2

10

0.6

0.7

0.8

0.9

1

.0

CC.

ccC.

CcC.

cC.

ccC.

de

cloruro de Bario

+ 9.4 ml.
9.3 ml.

9.2 ml.

de H,SO

9.1 ml. -

9.0 ml.

2774

Bacterias por cc.

300
600

900.

.200

.500.

.800

.100.
.400.
.700.

.000.

.000.
.000.

.000
000
.000
000

000.

000.
000.
000.

000
000
000

.000
.000
.000
.000

000
000
000
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